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  Introducción 
  
 
1. Fijación biológica de nitrógeno, alternativa a la fertilización nitrogenada 
El nitrógeno es el elemento mayoritario en la atmósfera terrestre y sin embargo es 
el principal factor limitante para el desarrollo de las plantas, después del agua. Esta 
paradoja se debe a que el nitrógeno molecular (N2), no es asimilable por los seres vivos. 
Los sistemas biológicos sólo pueden incorporar el N2 de forma combinada como nitrato 
NO3-  o como amonio NH3+, por lo que la aplicación de fertilizantes nitrogenados es una 
práctica común en los sistemas agrarios. Sin embargo, el uso creciente de fertilizantes 
nitrogenados para conseguir un aumento de la productividad agrícola implica un elevado 
coste y ocasiona acumulación de compuestos nitrogenados tóxicos en el medioambiente 
(Zahran et al., 2001), con el consiguiente daño para la salud humana. 
La fijación biológica de nitrógeno (FBN), es un proceso natural y eficiente 
responsable de la mayor parte del nitrógeno fijado a los ecosistemas terrestres (Zahran et 
al., 1999, 2001). Además es una biotecnología agrícola limpia y respetuosa con el 
medioambiente y por lo tanto supone una alternativa a la fertilización nitrogenada, ya que 
puede paliar muchos de los efectos negativos de los fertilizantes (Newton, 2000; 
Fernández-Pascual et al., 2002; de Felipe, 2002).  
La FBN es llevada a cabo por organismos procariontes en vida libre o en 
asociaciones simbióticas con plantas y consiste en la reducción de nitrógeno molecular a 
amoniaco. Una de las asociaciones simbióticas de mayor interés agronómico es la 
establecida entre diferentes géneros bacterianos denominados rizobios y plantas de la 
familia Leguminosae, y también excepcionalmente con un género de la familia Ulmaceae 
(Parasponia). 
La familia Leguminosae comprende entre 670 y 750 géneros y entre 18.000 y 
19.000 especies distribuidas en tres subfamilias: Caesalpinioideae en la que se incluyen 
numerosas especies tropicales, con un 23% de especies noduladas, Mimosoideae a la 
que pertenecen especies arbóreas, con un 90% de especies noduladas, y Papilionoideae, 
la mayor subfamilia, con especies de elevada importancia agronómica, con un 97% de 
especies noduladas (de Faria, 1989; Doyle y Luckow, 2003; Lewis et al., 2003; Graham y 
Vance, 2003). Esta familia tiene gran importancia en la alimentación humana y animal. 
Las leguminosas grano, contribuyen el 33% del nitrógeno de la dieta proteíca necesario 
para el hombre (Vance et al., 2000) y constituyen en muchos países la segunda fuente de 
proteínas después de los cereales. Además aportan las cantidades de lisina, aminoácido 
esencial sintetizado por plantas y microorganismos a partir del aspartato, deficiente en los 
cereales (Mahé et al., 1994). Mientras las especies forrajeas proporcionan hojas y tallos
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para la alimentación ganadera, las leguminosas de grano son utilizados para la 
producción de aceites comestibles como el cacahuete y la soja. 
Holt et al., 1994 en el manual Bergey´s de determinación bacteriológica (2000) 
describe la familia Rhizobiacea, constituida por bacilos móviles del suelo Gram negativos, 
aeróbios, con presencia de flagelos y sin endosporas; cinco géneros forman simbiosis 
con leguminosas: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Protorhizobium, Rhizobium y 
Sinorhizobium. Sin embargo, los análisis filogenéticos basados en la comparación de las 
secuencias del ADN ribosómico 16S han permitido revisar la clasificación de estas 
bacterias simbióticas (van Berkum y Eardly, 1998; Wang y Martínez-Romero, 2000; 
Sawada et al., 2003). Actualmente se reconocen cuatro familias distintas: Rhizobiaceae 
comprende los géneros Rhizobium y Sinorhizobium, Phyllobacteriaceae incluye a 
Mesorhizobium y Allorhizobium, Hyphomicrobiaceae, a la que pertenece el género 
Azorhizobium y Bradyrhizobiaceae, representada por Bradyrhizobium (Garrity et al., 
2001). 
Recientemente han sido establecidos cambios en la sistemática entre bacterias 
fijadoras de nitrógeno y leguminosas confirmándose doce géneros de rizobios con un 
total de 44 especies, distribuidos en dos clases: Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria 
y dispersas en los 9 grupos monofiléticos siguientes: Rhizobium y Allorhizobium; 
Sinorhizobium; Mesorhizobium; Bradyrhizobium; Metylobacterium nodulans; 
Azorhizobium; Devosia neptúnea; Burkholderia y Ralstonia taiwanensis (Sawada, 2003). 
El género Bradyrhizobium, está constituido por bacilos de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 µm, 
con un flagelo polar o subpolar. Es de crecimiento lento y productor de alcali. Dentro de 
este género se reconocen tres especies: Bradyrhizobium japonicum (especie tipo), B. 
elkanii (kuykendall et al., 1992) y B. liaoningense (Xu et al., 1995) con capacidad de 
nodular la soja (Glycine max). Cuando se aíslan de otras especies vegetales como 
Lupinus y otras leguminosas tropicales se denominan Bradyrhizobium spp. De estas 
especies identificadas, ninguna tiene plásmido simbiótico y los genes simbióticos están 
localizados en el cromosoma. 
 
2. Interacción planta-Rhizobium 
El establecimiento de la simbiosis es un proceso complejo que está regulado por 
el simbionte vegetal (Kiers et al., 2003). En la interacción simbiótica los rizobios 
reconocen específicamente la leguminosa huésped para que se establezca la simbiosis.  
En la asociación simbiótica es la planta la que suministra la energía y el sistema 
de protección necesario para que la bacteria lleve a cabo el proceso de fijación de 
nitrógeno, a través del desarrollo de un nuevo órgano, el nódulo. Esta fijación enzimática 
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del nitrógeno se realiza en el nódulo radical, donde se crean las condiciones bioquímicas 
necesarias para el proceso.  
Recientemente se ha insistido en el estudio del control del macrosimbionte en la 
simbiosis leguminosa-Rhizobium. La planta seleccionaría los rizobios cooperativos 
imponiendo “sanciones” sobre la cantidad básica de N2 que el rizobio fijará dentro del 
nódulo, constituyendo una forma en la que el huésped controlaría los recursos 
medioambientales de su simbionte e impondría un ambiente selectivo que favoreciera la 
cooperación (Kiers et al., 2003). 
Durante la formación del nódulo tienen lugar dos procesos: la infección y la 
organogénesis nodular. Estos dos procesos ocurren simultáneamente, a través de lo que 
se ha denominado “dialogo molecular” entre la bacteria y la planta. 
El intercambio de señales químicas entre ambos simbiontes activa genes 
específicos en la leguminosa y en el rizobio. La infección se inicia con la emisión de 
señales de quimiotaxis de la planta hacia el Rhizobium. Los rizobios atraídos por los 
exudados excretados por las raíces de la leguminosa colonizan y proliferan en la 
rizosfera. Los exudados radicales contienen azúcares, aminoácidos y otros nutrientes, así 
como compuestos flavonoides (flavonas, isoflavonas, chalconas y flavononas) y no 
flavonoides (betaínas y ácidos aldónicos). Algunos de estos compuestos fenólicos son 
capaces de inducir la transcripción de un grupo de genes del rizobio implicados en la 
nodulación, los denominados genes de nodulación, genes nod (Sánchez et al., 1991). 
Los genes nod pueden ser genes comunes a todas las especies de rizobios como 
los genes nodABC o ser específicos del hospedador como los genes nodPQH o nodFEL, 
los cuales difieren según la especie del rizobio y determinan el rango del hospedador. 
El gen nodD, es el único gen constitutivo y regula la transcripción de la expresión 
del resto de los genes nod. Los compuestos flavonoides excretados activan la proteína 
del rizobio NodD, la cual induce la transcripción de los genes de nodulación (Phillips et 
al., 1995) y media la síntesis de los factores Nod. El mecanismo de traducción de la señal 
del factor Nod esta mediado por proteínas G acopladas a la activación de fosfoinositol y 
Ca2+ como segundos mensajeros (Pingret, 1998). Este factor es un lipo-
quitinoligosacarido compuesto por una cadena lineal de 3 a 5 moléculas de N-
acetilglucosamina unidas con enlaces β 1-4, con un ácido graso en el extremo no 
reductor y diversos sustituyentes donde reside la especificidad de reconocimiento por el 
hospedador. Asimismo, induce unas respuestas tempranas en la leguminosa entre las 
que se encuentran cambios en la concentración intracelular de iones (Cardenas, 1999), 
reorganización del citoesqueleto (Harris et al., 2003), despolarización de la membrana 
plasmática (Felle et al., 1998), variaciones en el pH citosólico, divisiones de las células 
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corticales de la raíz mediante activación del ciclo celular (Kondorosi et al., 1998) dando 
lugar al primordio nodular y una serie de cambios preparativos para la formación del 
cordón de infección (Lerouge et al., 1990; Spaink, 1992). Además estos factores van a 
inducir la expresión génica de determinadas proteínas del nódulo denominadas nodulinas 
como las nodulinas tempranas ENOD12 y ENOD20 (Cullimore et al., 2001). 
Recientemente se han descrito dos genes que codifican las proteínas NORK 
(NOdulation Receptor Kinase) y SYMRK (SYMbiosis Receptor-like Kinase) que contienen 
un dominio extracelular con tres repeticiones ricas en leucina (LRR) a través del cual 
interaccionarían con el factor Nod, un dominio transmembrana y un dominio kinasa 
intracelular Ser/Thn que estaría implicado en la transducción de la señal de nodulación 
dentro de la célula (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). No obstante, estas proteínas 
de membrana que parecen estar implicadas en el reconocimiento del factor Nod en varias 
leguminosas (Medicago, Pisum y Lotus), sólo lo harían indirectamente, existiendo un 
reconocimiento inicial que podría ser desempeñado por moléculas extracelulares 
secretadas como lectinas (Spaink, 2002). 
En la infección, los rizobios contactan con la raíz a través del pelo radical 
induciendo la deformación y curvatura en forma de cayado de pastor. En este proceso se 
produce la alteración y degradación de los polisacáridos de la pared celular vegetal en un 
punto muy localizado (Martínez Molina y Olivares, 1982) y tiene lugar la formación de una 
estructura tubular de pared celular similar en composición a la pared celular vegetal y 
rodeada interiormente de membrana plásmática, el cordón de infección (Rae et al., 1992; 
Gage et al., 1996; Gage y Margolin, 2000; Gage, 2002).  
Los distintos polisacáridos superficiales de los rizobios (exopolisacáridos, β-
glucanos cíclicos, lipopolisacáridos y polisacáridos capsulares) están implicados en el 
inicio y el desarrollo del cordón de infección y en general, independientemente del 
momento de la infección en que intervengan parecen estar implicados en el retraso o 
inhibición de la respuesta de defensa de la planta que permitirá la colonización de la raíz 
(Djordjevic et al.,, 1987; González et al., 1998; Fraysse et al., 2003). Además los genes 
nin de la planta están implicados en la formación de los pelos radicales y la iniciación del 
primordio, controlando el desarrollo de los nódulos simbióticos de la raíz (Schauser, 
1999). 
Los rizobios penetran por invaginación de la membrana plasmática, a través del 
cordón de infección, quedando inmersos en una matriz de naturaleza glicoproteica de 
origen bacteriano y vegetal. Al tiempo que se produce la infección, en el cortex de la raíz 
las células corticales se diferencian y comienzan a sufrir divisiones que darán lugar al 
primordio nodular, que al desarrollarse constituirá el nódulo.  
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Para facilitar la unión del rizobio a las células de la pared del pelo radical, el factor 
Nod media la activación de unas proteínas de la leguminosa, las lectinas producidas en 
los pelos de la raíz (van Rhijn et al., 1998; Etzler et al., 1999). Las lectinas median la 
especificidad de la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Hirst, 1999). 
Las bacterias se liberan al citoplasma celular vegetal mediante un proceso que se 
asemeja a la endocitosis a través de una estructura característica denominada gota de 
infección, en este momento las bacterias se transforman en bacteroides. Y finalmente se 
rodean de una membrana de origen vegetal derivada de la membrana plasmática, la 
membrana peribacteroidal (MPB), membrana en íntimo contacto con el bacteroide (de 
Felipe et al., 1997), diferenciado a partir de la transformación de la bacteria. La 
membrana peribacteroidal mantiene físicamente fuera del citoplasma a los bacteroides, 
evitando así la posible respuesta de defensa de la planta, además de jugar un papel 
fundamental en el intercambio metabólico entre el citoplama celular y los bacteroides en 
la simbiosis. 
Se constituye así el simbiosoma, unidad básica de fijación de nitrógeno, capaz de 
regular el transporte de metabolitos entre los simbiontes, la planta proporciona azúcares 
(fuente de carbono y energía) al bacteroide y éste, a cambio, suministra a la planta 
nitrógeno en forma asimilable. El simbiosoma puede contener uno o más bacteroides, 
siendo esta una característica de cada simbiosis. 
A partir de aquí el nódulo es efectivo, capaz de fijar N2 mediante la enzima 
nitrogenasa. De esta reducción resulta NH4+, el cual es asimilado por las células 
vegetales en forma de amidas principlamente asparagina y glutamina en los nódulos 
indeterminados, o de ureidos como la alantoína, el ácido alantoico y la citrulina en los 
nódulos determinados vía GS/GOGAT (glutamina sintetasa/glutamina 2-oxo-glutarato 
aminotransferasa), mientras el microsimbionte utiliza los fotosintatos que le suministra la 
planta a través de los haces vasculares. 
Se han descrito dos tipos de nódulos en las leguminosas: 
- Nódulos determinados: los cuales se originan de un meristemo que 
determina su crecimiento durante un periodo de tiempo limitado y cuyas etapas de 
desarrollo nodular están separadas en el tiempo (Nap y Bisseling, 1990). A este grupo 
pertenecen leguminosas de climas tropicales como Glycine, Phaseolus, Vigna. 
- Nódulos indeterminados: son generalmente pleomórficos, de crecimiento 
continuo debido a que el meristemo apical mantiene su actividad de forma perenne. 
Y cuyas etapas de desarrollo del nódulo están separadas en el espacio y no en el 
tiempo (Nap y Bisseling, 1990). A lo largo del eje longitudinal del nódulo desde el 
ápice hasta su conexión a la raíz se distinguen cuatro zonas: zona meristemática 
(zona I); zona de preinfección o infección (zona II); zona ocupada por bacteroides 
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maduros y con fijación activa de nitrógeno (zona III); zona senescente e inactiva en la 
fijación (zona IV), la cual aparece en el envejecimiento del nódulo (Truchet et al., 
1989; Vasse et al., 1990). La conexión a la raíz es estrecha, excepto en Lupinus. Es 
el tipo de nódulo que presentan las leguminosas de zonas templadas, Pisum, Vicia, 
Trifolium y Medicago. 
 
3. Fisiología del nódulo 
A partir de la diferenciación de la bacteria en bacteroide en el interior de las 
células del nódulo, el bacteroide adquiere la capacidad de reducir el nitrógeno 
atmósferico a través del complejo enzimático nitrogenasa, cuyas propiedades son 
constantes en todos los microorganismos fijadores de N2 estudiados. 
La enzima consta de dos proteínas: el componente I y II. El componenteI: 
molibdoferredoxina (Mo Fe), formado por un tetrámero α2β2, de 180 a 235 kDa, 
dependiendo de la especie, asociado a un cofactor con Fe y molibdeno (Fe Moco). Esta 
proteína está codificada por los genes nifD y nifK y es responsable de la reducción del 
sustrato N2 molecular a amoniaco, utilizando los electrones donados por el componente II. 
El componente II: azoferredoxina, está formada por un homodímero δ2, de 30 a 72 kDa, 
dependiendo del organismo, cuya función es la transferencia de e- al componente I, y por 
último al nitrógeno. Esta proteína es codificada por los genes nifH. 
Estos componentes efectúan la reacción de reducción: 
 
N2 + 8H+ + 8e- +16 ATP--------------- 2 NH3 + H2  + 16 ADP + 16 Pi 
 
Esta fijación enzimática de N2  es un proceso con un elevado coste energético, 
que requiere el acoplamiento de un sistema eficiente de generación de ATP, como la 
fosforilación oxidativa. En Rhizobia, del 30 al 60% de la energía suministrada para la 
nitrogenasa se pierde como H2, disminuyendo la eficiencia de la fijación de nitrógeno. 
Algunos rizobios, sin embargo, contienen una hidrogenasa codificada por los genes hup, 
enzima que es capaz de reciclar el H2  formado por la nitrogenasa, mejorando la fijación 
de nitrógeno en un uso más eficiente de la enzima (Marschner, 1995). Por otra parte la 
respiración bacteroidal suministra ATP para el proceso de fijación, pero el enzima 
nitrogenasa es extremadamente lábil al O2. Por ello la concentración de O2 en las 
proximidades de la enzima debe controlarse mediante mecanismos adecuados, 
adoptando diversas estrategias para crear un ambiente microaeróbico, de forma que el 
O2 no llegue a inactivar a la nitrogenasa (Becana y Rodríguez-Barrueco, 1989). 
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De esta forma los nódulos de las leguminosas han desarrollado mecanismos de 
resistencia variable a la difusión de O2, mediante una barrera de resistencia a la difusión 
de O2, una elevada tasa de respiración bacteroidal y un transportador específico de alta 
afinidad por el O2, la leghemoglobina. 
El primer mecanismo: la barrera de resistencia a la difusión del oxígeno está 
constituida por 2 a 4 capas compactas de células situadas en la corteza media. Esta 
barrera presenta adaptaciones, variando su forma y tamaño, al fluctuar las 
concentraciones de O2 externa, cuando los nódulos están sometidos a distintas 
situaciones de estrés, como la aplicación de nitrato (de Lorenzo et al., 1993), alta 
salinidad (Fernández-Pascual et al., 1996), bajas presiones de oxígeno (Guasch et al., 
2001), altas concentraciones de Cadmio (Carpena et al., 2003) y sequía (Verdoy et al., 
2004). Ante tales estreses, la funcionalidad de la barrera reduciría la disponibilidad de O2 
para la respiración bacteroidal, y con ella, la respiración asociada a la nitrogenasa y la 
fijación simbiótica de nitrógeno. La adaptabilidad en respuesta a estas situaciones 
provoca la oclusión de los espacios intercelulares de algunas de las capas celulares que 
forman la barrera, por una matriz glicoproteica que es reconocida por los anticuerpos 
monoclonales MAC 236 y MAC 265. Estas glicoproteínas contribuyen a una regulación 
coordinada de la difusión de O2 según las necesidades del nódulo (de Lorenzo et al., 
1998), junto con la intervención de la membrana plasmática y la pared celular (Layzel, 
1998). 
Una vez el oxígeno ha entrado en la corteza, es la leghemoglobina la que facilita 
el transporte del oxígeno a los bacteroides y controla la concentracion de O2 libre.  
La leghemoglobina es una hemoproteína monomérica que esta codificada por una 
familia multigénica. Se localiza en el citoplasma de las células infectadas (Vivo et al., 
1989), constituyendo el 25 % del contenido proteíco total además de conferir el color 
rosado de los nódulos maduros. Funcionalmente, facilita la difusión de O2 a través del 
citosol de las células infectadas del nódulo hasta la membrana de los simbiosomas y 
estructuralmente, está constituida por un grupo prostético hemo (protoporfirina IX) y un 
único polipéptido (globina) de 16 kDa de masa molecular. En condiciones fisiológicas el 
grupo hemo es sintetizado por el bacteroide y la globina (apoproteína) es síntetizada por 
los ribosomas de las células infectadas de la planta, en respuesta a la infección por la 
bacteria (Marschner, 1995), para finalmente ambos, ensamblarse en el citoplasma 
vegetal (Becana, 1995). Sin embargo, en la zona infectada de soja y guisante, se han 
localizado un alto número de transcritos de las distintas enzimas que participan en la ruta 
de síntesis del grupo hemo, lo que evidenciaría al mismo tiempo una síntesis en plantas 
(Santana et al., 1998). Además esta hemoproteína es la más importante de las nodulinas 
tardías expresadas al mismo tiempo que la fijación de N2, aunque, también se ha 
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detectado expresión de genes de leghemoglobina en estadios tempranos en Vicia sativa, 
como pone de manifiesto la identificación de un gen lb (VsLb1) expresado con la 
aplicación de factores Nod (Heidstra, 1997).  
Los numerosos componentes que presenta la leghemoglobina difieren ligeramente 
entre sí en su secuencia de aminoácidos, espectros y afinidades por el O2 (Nap y 
Bisseling, 1990), aunque no se les ha atribuido funciones específicas a éstos, si se 
especula que intervienen en el mantenimiento de un aporte óptimo de O2 y en la 
adaptación a distintas condiciones ambientales (Becana y Sprent, 1989; Hunt y Layzell, 
1993; Sato et al., 2001). En Glicine max existen 4 componentes (Lba y Lbcs), de los 
cuales los Lbcs (Lbc1, Lbc2 y Lbc3) tienen una mayor expresión en los estadios 
tempranos del crecimiento del nódulo, mientras el componente Lba incrementa con el 
desarrollo nodular (Sato et al., 2001). La expresión secuencial de los 4 genes lb 
existentes en Glicine max comienza con la activación del gen Gmlbc3 mediante la CPP1, 
proteína de unión al ADN, la cual lo activa al interaccionar con el promotor de dicho gen 
(Cvitanich et al., 2000).  
La estructura y su implicación funcional en las hemoglobinas de plantas y 
animales, se ha evaluado recientemente, demostrando que la estructura de su grupo 
prostético hemo es la que confiere la cinética necesaria y afinidad constante por el O2 
(Kundu et al., 2003). En este estudio se describe la elevada similitud estructural con la 
leghemoglobina de algunas de ellas, como la mioglobina. Sin embargo, un único cambio 
de los residuos aminoacídicos en la posición F7 (Val) del grupo hemo proximal, implicaría 
distintos mecanismos de regulación para la unión del oxígeno (Hargrove et al., 1997; 
Kundu et al., 2002) y en consecuencia se produciría un aumento en la afinidad por el O2. 
Esto demostraría una de las posibles causas de la elevada afinidad por el oxígeno que 
tiene el grupo hemo de la leghemoglobina (Kundu et al., 2003), diez veces más que la 
cadena β de la hemoglobina humana. 
Existe otro tipo de hemoglobinas no simbióticas identificadas desde Briofitos a 
Angiospermas, y que posiblemente estén presentes en todas las plantas (Dordas et al., 
2003), aunque no en tan alta concentración como las simbióticas. El último tipo de 
hemoglobinas de plantas descubierto han sido las hemoglobinas 2-on-2 que presentan 
características estructurales comunes con las hemoglobinas bacterianas. Dos genes de 
2-on-2 hemoglobina, de Arabidopsis thaliana (glb3) y de Medicago truncatula, evidencian 
la expresión de las hemoglobinas 2-on-2 a lo largo de las diferentes especies de plantas 
(Watts et al., 2001; Fedorova et al., 2002). Experimentos recientes en nódulos de Vicia 
faba han relacionado la regulación génica de la leghemoglobina en leguminosas 
simbióticas con otras plantas leguminosas y no leguminosas micorrizadas con el hongo 
Glomus. Así el promotor del gen VfLb29 en Vicia faba no sólo se activa en las células 
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infectadas de nódulos simbióticos sino también en raíces micorrizadas de leguminosas y 
no leguminosas como Nicotiana tabacum (Vieweg et al., 2004). 
Por último el tercer mecanismo de protección al O2 es la respiración de los 
bacteroides para obtener el ATP necesario para el funcionamiento de la nitrogenasa. Sin 
embargo, a una concentración baja de O2 es necesario que la respiración bacteroidal sea 
eficiente; esto se consigue mediante la expresión de una isoforma enzimática de 
citocromo oxidasa de elevada afinidad por el O2. 
 
4. Simbiosis Lupinus sp.- Bradyrhizobium sp. (Lupinus)  
La especie Lupinus albus pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia 
Papiolionodeae, tribu Genisteae, subtribu Lupininae y género Lupinus. Es una planta de 
porte arbustivo, anual o perenne de hojas digitadas con 5 a 7 foliolos e inflorescencias 
terminales (fig. 1). El lupino es considerado una de las leguminosas de mayor potencial 
debido al alto contenido proteico de sus semillas (30-50%) y a su efecto positivo sobre la 
fertilidad del suelo (Vance, 2001). Posee una serie de características que le confieren 
independencia con respecto al resto de leguminosas grano cultivadas en climas 
templados, tales como la habilidad para solubilizar y absorber elementos del suelo 
gracias a su sistema radical extensivo, la supervivencia en suelos de bajo pH, de escasez 
de agua, de pobreza en nutrientes y de acidez alta. Con respecto a la adquisición de 
nutrientes cabe destacar la ausencia de micorrización y la absorción facilitada de fósforo 
en suelos de bajo contenido en este elemento, gracias a un sistema de raíces proteoides. 
Estas raíces de pequeño tamaño y crecimiento limitado son capaces de extraer el fósforo 
gracias a una alta densidad de pelos radicales (Gardner et al., 1982). De las especies de 
Lupinus, albus es la mejor adaptada en suelos de acidez alta y pobreza en nutrientes, y la 
variedad Multolupa la de mayor resistencia a bajas temperaturas, hasta -6ºC. 
Investigaciones llevadas a cabo en nuestro departamento han demostrado que Lupinus 
albus es tolerante a ciertos estreses abioticos ambientales (de Lorenzo et al., 1993; 
Fernández-Pascual et al., 1996; Guasch et al., 2001) y que puede acumular en sus raíces 
metales como Cd, Hg, Pb, Zn y Cr (Carpena et al., 2001; Zornoza et al., 2002), lo que le 
convierte en un potencial fitorremediador de sistemas contaminados (Pastor et al., 2003; 
Carpena et al., 2003). 
Lupinus es nodulado por rizobios de crecimiento lento del género Bradyrhizobium, 
y se encuadra dentro de las leguminosas con un tipo de nódulo indeterminado. Sin 
embargo no muestra la mayoría de las características de este tipo (meristemo apical 
persistente y forma cilíndrica), por lo cual se le ha clasificado en un subgrupo llamado 
nódulo lupinoide (fig. 2A; Bergensen, 1982; Corby et al., 1983), caracterizado por el 
crecimiento continuo alrededor de la raíz hasta llegar a rodearla completamente, así 
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como de adoptar formas agregarías o por el contrario presentarse unitariamente 
alrededor de la raíz. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Figura 1: Planta de Lupinus albus. 
 
La vía de entrada de Bradyrhizobium y la infección de las raíces de Lupinus ha 
sido estudiada recientemente en nuestro departamento, demostrándose que se trata de 
una infección propia y característica de Lupinus albus. La infección muestra mayor 
similitud con el modelo de infección de Arachis hypogaea que con la típica de los nódulos 
indeterminados a través del cordón de infección. Por otra parte, la vía de entrada 
bacteriana se realiza entre la parte basal del pelo radical y las células epidérmicas 
contiguas, y la invasión y posterior liberación de los rizobios en las células corticales 
ocurre en zonas alteradas de la pared celular (González-Sama, 2003).  
En la estructura nodular madura de Lupinus se diferencian claramente dos 
regiones: la corteza y la zona central infectada (fig. 2B; de Lorenzo, 1992). En la corteza 
se observan tres zonas perfectamente visualizadas: corteza externa (zona 1), media o 
parénquima nodular (zona 2) e interna (zona 3). La corteza externa está integrada por 
varias capas de células con grandes espacios intercelulares y sin engrosamiento en sus 
paredes, es la también llamada zona 1. Debajo se halla una zona formada por 2 ó 3 
capas de células de mayor tamaño, con paredes engrosadas en la zona que rodea los 
espacios intercelulares. El área de contacto entre células carece de engrosamiento. A 
 30
  Introducción 
  
esta zona se la llama corteza media o zona 2. En esta zona parece estar ubicada la 
barrera de resistencia a la difusión de oxígeno, donde se ha localizado la glicoproteína 
implicada en su regulación (de Lorenzo et al., 1993; Iannetta et al., 1993) reconocida por 
los anticuerpos monoclonales MAC 236 y MAC 265 según VandenBosch et al., 1989. 
Seguidamente se encuentran 2 ó 3 capas de células de menor tamaño, muy 
empaquetadas con reducidos espacios intercelulares, es la zona interna de la corteza o 
zona 3, donde se sitúan los haces vasculares. El oxígeno y demás gases que intervienen 
en el proceso de fijación llegan hasta los bacteroides mediante difusión, a través de los 
espacios intercelulares de la corteza y la zona infectada. Los espacios intercelulares 
están conectados entre sí formando la denominada red de espacios aéreos (Witty, 1986; 
fig. 3), la cual representa una vía continua ocupada mayoritariamente por gases y por 
tanto muy implicada en la difusión de O2. Por último la zona central del nódulo, rodeada 
por la corteza está integrada por células infectadas, repletas de un gran número de 
bacteroides, en donde tiene lugar la fijación de nitrógeno, bacteroides fruto de la 
simbiosis con Bradyrhizobium sp. (Lupinus). Los simbiosomas del nódulo de Lupinus 
albus se caracterizan por contener un único bacteroide. 
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Figura 2: A) Raíz nodulada de Lupinus albus. B) Sección transversal de nódulo de Lupinus albus cv. 
Multolupa. C: corteza; ZI: zona infectada; E: endodermis; 1: corteza externa; 2: corteza media (parénquima 
nodular); 3: corteza interna. 
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Figura 3: Sección transversal del nódulo de Lupinus albus donde se observan los espacios aéreos 
mediante microscopía óptica de campo oscuro y luz polarizada. C: corteza; EI: espacio intercelular; ZI: zona 
infectada; REA: red de espacios aéreos que representa el conjunto de espacios intercelulares del nódulo. 
 
5. Metabolismo del carbono en nódulos 
El metabolismo del carbono juega un papel muy importante en la regulación de la 
fijación biológica de nitrógeno (FBN) que tiene lugar en los nódulos de las leguminosas. 
Los nódulos necesitan carbohidratos para su mantenimiento y desarrollo, 
utilizando éstos como fuente de energía y esqueletos de carbono para la fijación, la 
incorporación del nitrógeno fijado y la exportación de los compuestos nitrogenados 
(Gordon, 1995).  
La sacarosa (Sac), como principal componente carbonado, es sintetizada en las 
hojas y transportada por el floema hasta los nódulos, así como a otros sumideros de la 
plantas. Una vez llega al cortex nodular difunde dentro de las células infectadas para ser 
metabolizada. Los productos del catabolismo de la Sac (generalmenta ácido málico; 
Udvardi y Day, 1997) son entonces utilizados por los bacteroides para la fijación de N2  
(Vance y Heichel, 1991; Gordon, 1995) y este N2 fijado es exportado al citosol de la célula 
infectada como amonio, donde se incorpora en forma de glutamato, dando origen a 
aspartato y asparagina o ureidos en nódulos determinados. 
La sacarosa es un disacárido no reductor formado por la unión α(1-2)-β de α-D-
glucopiranosa y β-D-fructofuranosa. Esta unión puede ser hidrolizada por la enzima 
sacarosa sintasa (SS) o por la invertasa alcalina (AI), y en la ruta glucolítica proporcionar 
la energía y los esqueletos carbonados para la respiración bacteroidal y asimilación de 
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amonio. Desde el punto de vista enérgetico la hidrólisis de la Sac vía sintasa es más 
favorable, ya que implica el consumo de una molécula de ATP con la producción de 
pirofosfato (Plaxton, 1996).  
La SS es una enzima homotetramérica, con una masa molecular monomérica de 
92 kDa (Morell y Copeland, 1985; Kuster et al., 1993). Cataliza la hidrólisis de sacarosa 
mediante la ruptura del enlace glicosídico, con la formación de UDP-glucosa para la 
formación de azúcares, nucleótidos y polisacáridos, como el almidón y la celulosa. Esta 
enzima localizada en la región central de nódulos de soja (Gordon y James, 1997), 
presenta niveles altos de actividad en los nódulos fijadores de todas las leguminosas 
estudiadas. Además se ha demostrado que es esencial como punto de regulación en el 
metabolismo nodular para el desarrollo y funcionamiento del nódulo, ya que mutantes con 
sólo un 10% de actividad enzimática son incapaces de fijar nitrógeno (Gordon et al., 
1999), es más, hay una estrecha relación entre la inhibición de la actividad sacarosa 
sintasa y la disminución de la fijación de nitrógeno en respuesta a diferentes estreses: 
sequía (Arrese-Igor et al., 1999; González et al., 2001; Cabrerizo et al., 2001), nitrato 
(Gordon et al., 1997), salinidad (Fernández-Pascual et al., 1996; Gordon et al., 1997) y 
oscuridad (Gordon et al., 1993). En contraste, en otros estudios no se implica la actividad 
SS en la regulación de la función nodular (Déjardin et al., 1998; González et al., 2001; 
Gordon et al., 2002). 
La actividad enzimática SS además de estar regulada via transcripcional (Winter y 
Hunber, 2000; Geigenberger, 2003), puede sufrir modificaciones post-transcripcionales 
por fosforilación-Serina, en nódulos de soja (Zhang y Chollet, 1997; Komina et al., 2002), 
diferentes órganos de maíz (Subbaiah y Sachs, 2001), en plantas de tomate (Anguenot et 
al., 1999) y de algodón (Haigler et al., 2001). En esta fosforilación se ha visto la 
implicación de proteínas Kinasas dependiente de Ca2+, de las cuales algunas han sido 
recientemente purificadas y caracterizadas (Loog et al., 2000; Asano et al., 2002). 
Algunos autores sugieren que el estado de fosforilación de la proteína juega un 
importante papel fisiológico al provocar cambios en la asociación a membrana de la 
enzima (Amor et al., 1995, Winter et al., 1997). Así se ha demostrado que el estado de 
fosforilación de la SS citosólica, la posibilita para asociarse con el citoesqueleto a través 
de filamentos de actina (Winter et al., 1998; 2000; Subbaiah y Sachs, 2001), sin embargo 
otros autores no ven establecida la relación del estado de fosforilación reversible con la 
distribución intracelular de la enzima entre el citoplasma y la membrana plasmática 
(Komina et al., 2002).  
En monocotiledoneas y dicotiledoneas se conocen dos genes que codifican para 
SS (sus1 y sus2). En leguminosas Barratt et al., 2001 describieron diferentes isoformas 
de SS en guisante (Pisum). En judía (Phaseolus vulgaris), ha sido descrita la existencia 
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de al menos dos genes: PvSSn, expresado fundamentalmente en nódulos, el cual 
depende de la disponiblilidad de carbono existente y PvSS expresado en todos los tejidos 
(Silvente et al., 2003). Recientemente, la familia multigénica (AtSUS) de la enzima SS, ha 
sido descrita en Arabidopsis, mediante una serie de tratamientos que han hecho posible 
la caracterización de los seis grupos que la constituyen. Los genes AtSUS mostraron 
diferentes patrones de expresión dependiendo del órgano de la planta y del tipo de estrés 
aplicado (Baud et al., 2004).  
En los nódulos, esta enzima puede relacionarse con cuatro funciones: 1. Actuación 
en el paso inicial del metabolismo carbonado produciendo hexosas que por distintas vías 
oxidativas producen la energía y el poder reductor utilizado por la nitrogenasa (Winter et 
al., 1997). 2. Los productos de la hidrólisis proporcionan substratos carbonados que 
participan en la síntesis de aminoácidos a expensas del amonio excretado por los 
bacteroides. 3. La UDP-glucosa puede integrarse en la síntesis de polisacáridos de la 
pared celular, necesaria en los momentos iniciales de la simbiosis y de otros azúcares 
(Kleczkowski, 1996; Pozueta-Romero et al., 1999). 4. Este mismo producto de la hidrólisis 
puede ser convertido en ADP-glucosa necesario para la síntesis de almidón que se 
almacena en los amiloplastos de las células infectadas y no infectadas. 
Las hexosas formadas por la SS son hidrolizadas en la ruta de la glucolisis para 
obtener fosfoenolpiruvato (PEP). La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc) cataliza la 
combinación del CO2 respiratorio como HCO3- con PEP para producir oxalacetato, el cual 
es convertido en malato por la enzima malato deshidrogenasa (MDH). Este malato puede 
ser usado como fuente de carbono y energía para el consumo bacteroidal o entrar en la 
mitocondria y ser oxidado en el ciclo de los ácidos dicarboxílicos y contribuir a la 
asimilación de amonio a través del ciclo GS/GOGAT. El transporte de malato es a través 
de la MPB por un transportador de ácidos carboxílicos con una alta afinidad por este 
(Udvardi y Day, 1997).  
Los ácidos dicarboxílicos, especialmente el malato, son la mayor fuente de 
energía que sostiene la fijación de nitrógeno en bacteroides. Fosfoenolpiruvato 
carboxilasa, malato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa (AST) operan 
coordinadamente en el citosol nodular para producir oxalacetato, ácido málico y aspartato 
y su actividad está asociada con la efectividad de la fijación de nitrógeno.  
La enzima PEPc (EC 4.1.1.31) está distribuida en la mayoría de las plantas, algas 
verdes y microorganismos, y ausente en sistemas animales (Chollet et al., 1996). Cataliza 
un proceso irreversible de carboxilación de PEP para producir oxalacetato y fósforo 
inorgánico, dependiente de Mg2+. La forma activa de la enzima es un homotetrámero con 
una masa molecular monomérica de 100 kDa. Se localiza en el citoplasma celular, siendo 
muy abundante en el tejido nodular, reciclando el CO2  respirado y aumentando la eficacia 
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de la simbiosis. Sin embargo, son poco conocidos los mecanismos implicados en la 
expresión génica de PEPc durante el establecimiento y mantenimiento de la simbiosis. 
Pathirana et al., 1992 observaron un incremento de la actividad enzimática, contenido en 
proteína y del número de transcritos de PEPc, del orden de 10 a 15 veces mayor durante 
el desarrollo nodular que en las raíces y hojas, lo que relacionaría la expresión del gen en 
el inicio y desarrollo del nódulo con el inicio y mantenimiento de la simbiosis. Asimismo, 
en nódulos maduros de soja fueron encontrados altos niveles de expresión de transcritos 
del gen de PEPc mediante hibridación in situ, mientras en los nódulos jóvenes la 
acumulación de transcritos fue baja (Kavroulakis et al., 2000). 
En diversas plantas se ha estudiado las múltiples isoformas de PEPc, 
asociándolas con diferentes rutas metabólicas. En nódulos de lupino se han separado 
dos isoformas PEPc I y PEPc II, y otra forma de la enzima en raíz PEPc III. Del estudio 
comparativo de las propiedades cinéticas y bioquímicas de la enzima se dedujo que la 
PEPc I estaba estrechamente relacionada con la fijación de nitrógeno (Marczewski, 
1989). Recientemente se ha caracterizados el ADNc de dos isoformas de PEPc de Lotus 
japonicum, un gen codifica la forma activada en el nódulo y el otro esta expresado en las 
raíces y yemas en bajos niveles (Nakagawa et al., 2003). 
Las PEPc son enzimas alostéricas reguladas por fosforilación/desfosforilación en 
una única serina localizada en la región N-terminal de la proteína. Esta fosforilación es 
llevada a cabo por una proteína kinasa de bajo peso molecular (32 kDa) altamente 
específica (PEPc-PK) y que es regulada por síntesis proteíca a través de una cascada de 
traducción de señales dependiente de la luz en plantas C4 (Coursol et al., 2000) y de 
ciclos circadianos en plantas CAM (Metabolismo ácido de las crasuláceas; Nimmo, 2000). 
La actividad de la enzima PEPc se inhibe alostericamente por aspartato, malato, glucosa, 
piruvato y 2-oxoglutarato, y se activa por glucosa-6P y glicina. Las enzimas fosforiladas 
son más activas y mucho menos sensibles al malato, un efector negativo, mientras las 
formas desfosforiladas son menos activas y menos sensibles a glucosa 6P, un efector 
positivo (Chollet et al., 1996; Vidal y Chollet, 1997; Nimmo, 2000). 
El mecanismo de regulación de la actividad ha sido estudiado ampliamente en 
plantas C4 y CAM, por su importancia fisiológica. En nódulos de legumbres la enzima está 
sujeta a un ciclo regulador seril-fosforilación/seril-desfosforilación, como el ya establecido 
en isoformas fotosínteticas en plantas C4 y CAM (Chollet et al., 1995). En la regulación la 
PEPc-PK es la responsable de la activación e inhibición de la actividad enzimática, 
aunque el mecanismo aún no esta muy clarificado (Zhang y Chollet, 1997).   
Estudios previos han demostrado que la PEPc, coordina el metabolismo de 
carbono y nitrógeno (Champigny y Foyer, 1992; Van Quy y Champigny, 1992; Scheible et 
al., 2000). Al estar involucrada en distintos aspectos de la fijación de nitrógeno en 
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nódulos de leguminosas, entre los que se incluyen: 1. Síntesis de ácidos orgánicos, 
málico y succínico, utilizados como sustrato respiratorio de los bacteroides para la 
actividad nitrogenasa. 2. Suministro de esqueletos carbonados para la asimilación de 
amonio y transporte de nitrógeno fijado. 3. Los ácidos orgánicos producidos pueden 
mantener el balance intracelular de pH y equilibrar el transporte de iones. 4. Reciclar el 
CO2 generado en la respiración, contribuyendo a la economía de carbono en los nódulos. 
La PEPc se ha asociado desde las primeras investigaciones con la actividad 
nitrogenasa, esto se verificó en la correlación entre la actividad de la PEPc en nódulos de 
Lupinus y la capacidad para fijar N2 (Vance et al., 1985; Lang et al., 1993). Así se vio que 
tratamientos que inhiben la actividad de nitrógeno también afectan a la actividad de la 
enzima (Van y Heichel, 1991; Lang, 1991). Además la adaptación a cambios ambientales 
o condiciones de estrés (Ju et al., 1997; Foyer et al., 1998; Gouia et al., 2003) 
incrementaron la actividad enzimática, posiblemente debido a una síntesis de novo o a 
una activación de la enzima, aunque no son bien conocidos los mecanismos envueltos 
sobre la actividad enzimática. González et al, 2003 en el análisis del patrón de expresión 
del gen Ppc1, recientemente descrito (González et al., 2002), que codifica para PEPc en 
maíz, sugieren la implicación de la PEPc en la economía de carbono de la planta. Sin 
embargo, el alto nivel e inducción de la expresión del gen de PEPc bajo estrés abiótico 
afectando al balance hídrico demuestra el importante papel que la PEPc juega en la 
adaptación de la planta de maíz a cambios ambientales. 
La enzima malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) cataliza la reducción reversible 
de oxalacetato a malato. Esta enzima es importante en varias rutas metabólicas, y en 
plantas superiores contiene múltiples isoformas que difieren en la especificidad co-
enzimática y en la localización subcelular.  
Ratajczak et al., 1989 en estudios inmunológicos del lupino amarillo, utilizando 
una mezcla de anticuerpos, demostraron que los nódulos contenían isoformas diferentes 
de MDH que proporcionaban la fuente de carbono y el poder reductor para los 
bacteroides. En nódulos efectivos de guisante se observó que existía una única forma 
activa de MDH (Haaker et al., 1995), mientras en alfalfa se han clonado y caracterizado 
ADNc que codifican para cinco formas de MDH. Una MDH citosólica y las otras las 
llamadas formas activas en nódulos (MDHne), de mayor expresión nodular en relación 
con el resto de los tejidos, además de ser las responsables de las altas concentraciones 
de malato observadas en el nódulo (Miller et al., 1998).  
La MDH citoplásmica tiene un papel importante en el complejo metabolismo de los 
nódulos radicales, en donde la degradación anaeróbica de la glucosa puede conectarse 
con la fermentación del malato (Garnczarska y Ratajczak, 1996) cuyas funciones son: 1. 
Suministrar substratos respiratorios para el bacteroide. 2. Producir los esqueletos 
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carbonados, en forma de ácido oxalacético, para la síntesis de aminoácidos (asparagina). 
3. El malato forma parte de la lanzadera malato-aspartato que transporta los equivalentes 
de reducción del citoplasma al bacteroide. 4. El malato actúa como substrato respiratorio 
para la mitocondria del nódulo. 
Se ha confirmado la presencia de tres formas de MDH en nódulos: citosólica 
(Henson y Collins, 1984), bacteroidal (Garnczarska y Ratajczak, 1999) y mitocondrial 
(Glenn et al., 1984; Waters et al., 1985). Esta última funciona en la dirección de la 
oxidación de malato hacia la síntesis de AOA y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(Bowman e Ikuma, 1976).  
La enzima aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) regula el flujo de carbono y 
nitrógeno entre ácidos orgánicos y aminoácidos (Snapp y Vance, 1986), catalizando la 
formación de cetoglutarato y aspartato, y en la vía reversible transfiriendo un grupo amino 
desde glutamato a oxalacetato. Se le atribuyen las siguientes funciones: 1. Catabolismo y 
biosíntesis de aspartato (Bryan, 1980). 2. Conversión de los intermediarios del ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos a aminoácidos (Ryan y Fottrell, 1974) y 3. Asimilación del N2 
fijado en asparagina en nódulos exportadores de amidas (Farnham et al., 1990).  
La AST es una enzima dimérica con una masa molecular monomérica de 40 kDa. 
Se han descrito dos isoformas de AST (AST-1 y AST-2) en leguminosas, como soja 
(Ryan et al., 1972), lupino (Reynolds y Farnden, 1979; Reynolds et al., 1992; Martins et 
al., 2002) y en nódulos de alfalfa. Éstas difieren en sus propiedades cinéticas y en las 
características de su expresión a lo largo del desarrollo nodular. La forma plastídica AST, 
es la responsable de la actividad localizada del nódulo (Vance et al., 1994). Las ASTs 
están presentes en todos los organismos normalmente como múltiples isoenzimas, 
localizadas en los tejidos u orgánulos específicos. Las isoenzimas AST individualmente 
tienen respuestas diferentes según los componentes de C y N y las condiciones 
ambientales, lo que sugiere que son específicas y sus funciones no son solapantes 
(Taniguchi et al., 1995; Schultz et al., 1998). 
En lupino se ha detectado actividad AST en citosol, mitocondrias, plastidios y 
bacteroides (Reynolds et al., 1988; Lang, 1990). Aunque esta claro el papel que la AST 
juega en la formación de aspartato necesario para la síntesis de asparagina, se ha 
indicado que las distintas formas de AST del nódulo forman parte del mecanismo que 
aporta oxalacetato al bacteroide (Ryan et al., 1972). 
Los clones de ADNc y genómicos que codifican para AST han sido aislados de 
leguminosas como alfalfa (Gantt et al., 1992; Gregerson et al., 1993, 1994; Udvardi y 
Kahn, 1991), soja (Wadsworth et al., 1993, 1994) y lupino (Reynolds et al., 1992; Winifield 
et al., 1994). Y recientemente ha sido aislado y descrito un clon de ADNc de judía 
(Phaseolus vulgaris). El análisis comparativo de su secuencia reveló una elevada 
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identidad con la isoforma AST-2, codificada por un gen unicopia. Su expresión está 
activada en el nódulo cuando incrementa la síntesis de amidas e inhibida con la 
acumulación de ureidos, lo que implica a la AST-2 en el mecanismo de síntesis de 
compuestos nitrogenados en nódulos de judía (Silvente et al., 2003). 
 
6. Metabolismo proteico en condiciones de estrés 
Las plantas, frente a los diversos estreses abióticos deben adaptarse para 
sobrevivir. La síntesis de nuevas proteínas, desde el punto de vista de la función, es una 
respuesta a estos estreses y puede tener lugar en diferentes orgánulos subcelulares. A 
través de la síntesis de las llamadas stress proteins se producen alteraciones en el 
metabolismo proteico como consecuencia de la activación o inhibición de sus genes. 
Entre las principales proteínas de estrés relacionadas con estreses osmóticos (hídricos y 
salinos) se encuentran las acuaporinas. 
 
6.1. Acuaporinas en simbiosis, porinas 
 Las acuaporinas forman parte de las proteínas intrínsecas de membrana (MIP). 
Son proteínas que median en el flujo de agua, solutos o ambos (Agre et al., 1998) a 
través de las membranas celulares siguiendo gradientes de presión osmótica o 
hidrostática en numerosas plantas y también en muchos otros organismos (Chrispeels y 
Maurel, 1994; Kirch et al., 2000; Tyerman et al., 2002). A lo largo del desarrollo del 
nódulo, durante la formación del simbiosoma, el huésped codifica proteínas específicas 
del nódulo que son transportadas a la membrana del simbiosoma. Entre éstas se 
encuentra la proteína integral de membrana, nodulina 26 (NOD26, Fortin et al., 1987) que 
constituye entre el 10-15% del total de las proteínas de membrana del simbiosoma. NOD 
26 es una acuaporina expresada en la membrana peribacteroidal en nodulos de soja, que 
forma parte de la subfamilia de las MIP, las cuales juegan un importante papel en la 
osmoregulación citosólica, mantenimiento de la turgencia celular, transporte hídrico 
intracelular y extracelular y homeostasis hídrica en plantas (Tyerman et al., 1999). La 
molécula de acuaporina es una proteína integral de membrana con seis dominios 
transmembrana α-hélice y dos loops extracelulares. Algunos genes de acuaporinas 
tienen una expresión constitutiva basal, mientras que otros se inducen o reprimen 
transcripcionalmente bajo diferentes condiciones ambientales o por adición de hormonas 
como ABA (Suga et al., 2002). El papel de las acuaporinas en plantas en el transporte de 
agua a través de membranas ha sido demostrado mediante la expresión en oocitos de 
Xenopus laevis, revelando que algunas acuaporinas pueden transportar otras pequeñas 
moléculas, como glicerol, solutos e iones (Quigley et al., 2002; Tyerman et al., 2002). Su 
expresión y actividad parece estar regulada por fosforilación en respuesta a la 
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disponibilidad de agua (Tyerman et al., 2002), y puede estar afectada por el pH, pCa, 
presión osmótica y salinidad, metales pesados, temperatura, privación de nutrientes o 
anoxia y estrés oxidativo.  
En nódulos de leguminosas Pisum sativum y de Lotus japonicum, recientemente 
se han localizado porinas VDAC (canales aniónicos dependientes de voltaje) en la 
membrana peribacteroidal. Estas porinas monoméricas forman canales para el transporte 
de metabolitos en la membrana externa de la mitocondria, y posiblemente juegan un 
papel estratégico en la membrana peribacteroidal controlando el intercambio de 
nutrientes entre la planta y el bacteroide en los nódulos de raíz de las leguminosas 
(Saalbach et al., 2002; Wienkoop y Saalbach, 2003; Wandrey et al., 2004).  
Las porinas son un grupo muy diverso de proteínas de membrana externa, 
localizadas en la pared celular de bacterias Gram negativas (Delcour, 2002; fig. 4) y 
Gram positivas (Riess et al., 2001). Asimismo se han localizado en la membrana de 
mitocondrias, peroxisomas de eucariontes (Benz, 1994; Reumann et al., 1998) y 
cloroplastos de plantas (Bolter y Soll, 2001) en cuyo interior forman largos canales 
acuosos, permitiendo la entrada selectiva de componentes hidrofílicos (Schirmer, 1998).  
    
    
 
  Figura 4: Estructura de la membrana de bacterias Gram negativas. 
 
En general, las porinas se dividen en dos grupos: porinas de difusión no 
específica, las cuales seleccionan entre solutos hidrofílicos basándose en el tamaño 
molecular, y las porinas específicas, que contienen sitios específicos de unión para 
ciertos solutos, siendo selectivas para mono- y disacáridos (LamB, ScrY), nucleosidos 
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(TsX), e iones. El estado funcional de la mayoría de las porinas es un trímero, donde 
cada unidad forma un canal distinto, cuyo cierre es mediado por alto voltaje. La estructura 
de cada monómero, entre 300 y 420 aminoácidos de longitud, está plegada en 16-18 
filamentos de estructura β-barrel antiparalela, unidas por conexiones que forman loops 
que constriñen el poro, pudiendo adoptar dos estados conformacionales, el estado 
abierto, el cual es selectivo para aniones pequeños y el estado cerrado, en el cual 
disminuye la conductividad y aumenta la selectividad para cationes. 
 
7. Herbicidas 
Las malas hierbas, junto con los parásitos son una de las causas más importantes 
de pérdidas económicas en los cultivos. Pese a que han aumentado considerablememte 
los cultivos en los que el control de las malas hierbas se lleva a cabo sin el uso de 
agroquímicos, más del 90% de las prácticas agrícolas actuales utilizan herbicidas para su 
control. En los últimos años se ha producido un aumento vertiginoso en el uso de 
herbicidas para la mejora de la productividad de las cosechas, ya que la competencia de 
las plantas no cultivadas por los recursos ocasiona un problema para la obtención de 
altas producciones, acordes a las necesidades de los agricultores. Además las malas 
hierbas dificultan las labores agrícolas, contaminan y son importantes transmisores de 
plagas. Por ello para el control en la explotación agrícola son empleados los herbicidas, 
definidos como cualquier sustancia o mezcla utilizada para controlar plantas indeseables. 
La actividad de éstos se fundamenta en función de la capacidad de modificar o 
interrumpir el metabolismo celular, a través del cual se regula el crecimiento y desarrollo 
de la planta, siendo las alteraciones morfológicas externas, meras respuestas causadas 
por cambios bioquímicos a nivel celular. De otra manera se pueden erradicar eficazmente 
las malas hierbas manteniendo los restos vegetales para proteger la superficie del suelo 
contra la erosión del agua, viento y pérdida de humedad. 
El herbicida glifosato constituye uno de los descubrimientos agroquímicos más 
importantes del siglo XX, siendo uno de los herbicidas más empleados actualmente por 
su seguridad, efectividad y por sus aplicaciones diversas. Y se estima que la superficie 
tratada con glifosato irá en aumento.  
 
7.1. Herbicidas y fijación de nitrógeno 
La fijación simbiótica de nitrógeno, como ya hemos descrito, puede ser llevada a 
cabo por las leguminosas, cultivadas abundantemente no sólo por su potencial como 
fijadoras de nitrógeno sino también porque existe una gran variedad de especies, las 
cuales son una excelente fuente de proteínas y grasas para animales y para el hombre; 
sin embargo, dichos cultivos son muy sensibles a los herbicidas, existiendo no sólo un 
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efecto directo sobre la planta sino también un efecto indirecto sobre la microflora de la 
rizosfera por supresión de su crecimiento (Abd-Alla et al., 2000) provocando 
generalmente inhibición del desarrollo en la planta. 
De esta forma la afección de los rizobios en la rizosfera, causa efectos adversos 
sobre la interacción microorganismo-planta, tan importante para el establecimiento de la 
simbiosis (de Rosa et al., 1978), afectando a la formación del órgano simbiótico y a la 
capacidad de fijación de nitrógeno (Madhavi et al., 1993). 
En el estudio del efecto de los herbicidas sobre el proceso simbiótico se 
manifiesta una gran variabilidad de resultados dependiendo de la especie de la planta, 
así como del tipo de herbicida, tratamiento y condiciones ambientales. Los herbicidas 
pueden alterar el metabolismo de la leguminosa y originar una acción sobre el nódulo que 
alteraría la actividad del enzima nitrogenasa. La disminución de esta actividad afectaría 
de forma negativa a la capacidad de nitrógeno.  
En experimentos con diferentes herbicidas en la simbiosis Lupinus albus-
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) se comprobó la reducción de la actividad nitrogenasa (de 
Felipe et al., 1987; Fernández-Pascual et al., 1988; Fernández-Pascual et al., 1992). El 
efecto difería según el tipo de herbicida empleado. Con la simazina y el Lindex, la 
afectación se hizo patente sobre el desarrollo y formación nodular, ocasionando 
alteraciones en las estructuras del cloroplasto y nódulo (simazina), con un resultado 
menor en la producción final del grano de la leguminosa (de Felipe et al., 1987). 
Profundizando en el estudio Fernández-Pascual et al., 1988, señalaron cambios en el 
metabolismo proteíco nodular bajo el efecto de los dos componentes activos del herbicida 
Lindex: cianacina y linuron. Para estos autores los efectos adversos sobre la nitrogenasa 
fueron debidos a la acción sobre el aparato fotosintético. No obstante, las alteraciones 
por los herbicidas no sólo se produjeron en la estructura del cloroplasto en la hoja y en la 
zona infectada del nódulo, sino que también experimentos con alacloro y carbetamida 
modificaron la estructura de la corteza, en concreto la zona II o corteza media relacionada 
con la regulación de la barrera de resistencia a la difusión de oxígeno causando un efecto 
de senescencia prematuro en las células del cortex (Fernández-Pascual et al., 1992). En 
general diferentes estreses, como elevada temperatura, oscuridad, nitrato o salinidad (de 
Lorenzo et al., 1993; Serraj et al., 1995; Fernández-Pascual et al., 1996), también 
causaron una disminución en la actividad nitrogenasa debido a un incremento en la 
resistencia de la barrera de difusión de O2. Contrariamente a estos resultados Pozuelo et 
al., 1989 observaron un efecto beneficioso de los herbicidas cianazina, trifluralina y 
simazina sobre la actividad nitrogenasa y la producción de grano. 
Desde la perspectiva de la fijación de nitrógeno, la respuesta del Lupinus en 
simbiosis al estrés abiótico (herbicida), tiene patrones comunes con el resto de las 
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asociaciones simbióticas de las diferentes leguminosas. La disminución de la actividad 
nitrogenasa puede atribuirse según algunos autores a un efecto directo sobre la fisiología 
nodular o indirectamente deberse a la disminución del aporte de fotosintetizados al 
nódulo vía floema (Bethlenfalvay et al., 1979), sin tener por qué afectar negativamente 
sobre el crecimiento del microsimbionte (de Felipe et al., 1987). 
Otros herbicidas, en estudios paralelos con diversas leguminosas, provocaron 
resultados similares en los que la disminución de la nodulación y la actividad nitrogenasa 
(Mallik y Tesfai, 1985; Cardina et al., 1986; Bollich et al., 1988; Martensson y Nilsson, 
1989; Martensson, 1992) fueron consecuencia de la inhibición del crecimiento de la 
planta simbiótica por un efecto directo sobre la propia planta (Sprout et al., 1992; 
González et al., 1996; Singh y Wright, 1999; Royuela et al., 2000). 
Así se describió en leguminosas aumentos en la producción de grano (Vidals et 
al., 1992), alteraciones en el nódulo (Hernández et al., 1999), en el tallo (Perigio et al., 
1991) y en el desarrollo nodular (Haider et al., 1991). Sin embargo, también es posible 
que el herbicida ejerza un efecto indirecto sobre la bacteria y disminuya la capacidad del 
Rhizobium y del Bradyrhizobium de nodular (Moorman et al., 1986; Martensson, 1992; 
Madhavi, 1993; Royuela et al., 1998; Moorman et al., 1992; Hernández et al., 1999), o 
que inhiba el crecimiento en especies como Azotobacter sp. (Santos y Flores, 1995). 
 
7.2. Glifosato: características  
El glifosato es una molécula formada por una fracción de glicina y un radical 
aminofosfato unido como sustituyente de uno de los hidrógenos del grupo α-amino. 
         O                        O           
 OH- C-CH2-HN-CH2-P-OH 
                                     OH 
 
 
 
Las formulaciones de glifosato se encuentran registradas en más de cien países, 
siendo utilizado en más de sesenta cultivos, en manejo de bosques sometidos a 
intervención para su conservación, y en sistemas de cultivos diferentes incluidos el 
mantenimiento de los jardines.  
Por la naturaleza de sus propiedades físicas y químicas, el glifosato es un 
plaguicida perteneciente al grupo de los herbicidas de acción sistémica por la vía foliar. 
Puede tener una reducida movilidad en el suelo cuando coinciden condiciones de pH alto 
y presencia de fosfatos no orgánicos en cantidades grandes. Además el glifosato es 
adsorbido y rápidamente fijado en el suelo. La materia orgánica, la arcilla, el sedimento y 
la arena contenidos en el suelo, asi como el pH del mismo, influyen en el proceso en 
forma mínima. Por lo que dada su alta afinidad por los componentes del suelo, el glifosato 
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es prácticamente inmóvil con una mínima probabilidad de transporte por lixiviación o 
arrastre por escorrentía.  
Por otra parte, el glifosato no es un herbicida de acción residual prolongada y su 
efecto es de corta duración al inactivarse rápidamente mediante la formación de 
complejos de oxido de hierro y aluminio que le hacen precipitar (Morillo et al., 2000). La 
molécula de glifosato es degradada, principalmente por acción de los microorganismos 
del suelo, que tienen la habilidad enzimática de romper el enlace muy estable C-P del 
ácido fosfórico, para liberar el fosfato orgánico (Liu et al., 1991). La degradación del 
glifosato por descomposición enzimática de los microorganismos se realiza a través de 
dos vías que originan metabolitos biológicamente inactivos; una vía mayoritaria de 
formación de ácido amino metil fosfónico (AMPA, Veiga et al., 2001; Araújo et al., 2003) y 
la otra vía de formación de sarcosine (N-metilglicina) y ortofosfato. Además en la 
degradación se produce agua, dióxido de carbono y fosfato (Forlani et al., 1999). Los 
suelos ricos en materia orgánica, moderadamente ácidos y pobres en nutrientes parecen 
promover la adsorción del herbicida y facilitar su degradación reduciendo la movilidad 
(Veiga et al., 2001). 
En general, el glifosato es un herbicida de amplio espectro, baja selectividad y 
mínimos efectos ambientales, utilizado en post-emergencia (Smith y Oehme, 1992). No 
actúa sobre las semillas que existieran por debajo del suelo y tampoco es absorbido por 
las raíces. 
 
7.2.1. Modo de acción  
En 1974 el herbicida glifosato, ingrediente activo del herbicida Roundup, no 
selectivo y no contaminante (Grossbard y Atkinson, 1985; Smith y Oehme., 1992), fue 
introducido en varios mercados mundiales, por Monsanto y se ha convertido en uno de 
los productos más utilizados para el control de malas hierbas, facturando el 11% de 
ventas mundiales de herbicidas (Powles et al., 1997).  
El glifosato actúa inhibiendo la ruta del ácido shikímico (fig. 5), al ser un inhibidor 
competitivo con el fosfoenolpiruvato en la condensación de éste con el shikimato-3P 
llevada a cabo por la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3 fosfato sintasa (EPSPs; E.C. 
2.5.1.19; Amrhein et al., 1980; Herrmann y Weaver, 1999; He et al., 2001), causando una 
reducción en la síntesis de aminoácidos aromáticos: fenilalanina, tirosina y triptófano. 
Además inhibiendo la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en plantas, la interacción 
entre el glifosato y la EPSPs interfiere con la producción de compuestos secundarios 
derivados de los áminoácidos aromáticos (Dewick, 1998). La biosíntesis de proteínas, 
auxinas, compuestos de defensa, fitoalexinas, ácido fólico, ácidos cinámicos, precursores 
de lignina, flavonoides, plastoquinona y otros compuestos fenólicos y alcaloides deben 
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estar afectados por la inhibición de la enzima implicada en la biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos que sufren el déficit de éstos. Este herbicida también inhibe en menor grado 
otras enzimas implicadas en la ruta de síntesis del ácido shikímico como la enzima 3-
deoxiarabinoheptulosoato-7-fosfato sintasa (DAHP sintasa; E.C.4.1.2.15; Rubin et al., 
1982) y la dehidroquinato sintasa (DHKS, E.C. 4.6.1.3). 
La EPSPs convierte el shikimato-3-fosfato y PEP en 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato y fósforo inorgánico, en el sexto paso de la ruta de aminoácidos arómaticos 
(Schmid et al., 1995; Siehl, 1997; Herrmann y Weaver, 1999). Su inhibición conduce a la 
desregulación de la ruta de biosíntesis, debido al incremento en la actividad de la enzima 
DAHP sintasa (Jensen, 1985) que cataliza la condensación entre PEP y eritrosa-4P. El 
aislamiento y caracterización de los ADNc correspondientes a las enzimas de la ruta de 
ácido shikímico en plantas superiores, han confirmado que los plastidios son el mayor y 
posiblemente el único sitio de biosíntesis de corismato, producto final de la ruta de ácido 
shikímico (Schmid y Amrhein, 1995; Herrmann y Weaver, 1999). 
 
 
Ciclo de Calvin  
Ruta Oxidativa de las Pentosas Fosfato Glucolisis
Eritrosa 4-P PEP
DAHP
Shikimato Ac. Hidroxibenzoicos  
Ac. Protocatéquico        
Ac. Gálico                      
Ac. Vanílico                   
Ac. Siríngico 
Shikimato-PGlifosato 
PEP 
EPSP 
5-Enolpiruvil shikimato-
Corismato
Proteínas 
 
Alcaloides 
 
AIA 
Arogenato
Fenilalanina Tirosina
Triptófano
Proteínas
Alcaloides
Proteínas
Cumarato Cinamato
Fenoles
Lignina Alcaloides Flavonoides
Figura 5: Ruta del ácido shikímico, donde actúa el herbicida glifosato (flecha). 
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Esta ruta se encuentra en plantas, hongos y bacterias, siendo estos los principales 
afectados por el herbicida (Dyer, 1994). En microorganismos, la síntesis del ácido 
shikímico es regulada por retroinhibición y represión de la primera enzima. En plantas 
superiores se sugiere que la regulación es a nivel genético (Herrmann y Weaver, 1999). 
El glifosato se absorbe rápidamente por las hojas y es translocado a través del 
sistema simplástico (floema) y también, en muchas especies, a través del xilema. Se 
redistribuye siguiendo el flujo de sustancias fotosintetizadas depositándose en órganos 
consuntivos.  
La acumulación de altos niveles de ácidos shikímico e hidroxibenzoicos es el 
resultado de la pérdida del control “feedback” de la ruta de síntesis del ácido shikímico, 
por debajo de los productos que regula la enzima DAHP. La falta de la regulación de 
DAHP puede causar un flujo descontrolado de carbono hacia la ruta de ácido shikímico, 
provocando un desvío de los intermediarios de otros procesos previos al bloqueo de la 
enzima EPSPs (Jensen, 1985), como el ciclo de Calvin, ruta oxidativa de las pentosas 
fosfato o la glucolisis, alterando finalmente el metabolismo celular (Kilmer et al., 1981). 
 
7.2.2. Efectos adversos  
Las características, anteriormente descritas, inmovilidad, rápida inactivación y 
biodegradación en el suelo (Malik et al., 1989), hacen del glifosato un herbicida de 
elevada eficacia para el control de la mayoría de especies gramíneas y dicotiledoneas 
consideradas como malas hierbas y particularmente sobre especies perennes (Bradshaw 
et al., 1997). 
Sin embargo, a pesar de los beneficios inmediatos conseguidos con su utilización, 
en mejora de la productividad pueden darse efectos colaterales indeseados sobre otros 
organismos (Haughton et al. 2001; Klimek et al. 2001), pudiendo afectar a la microflora 
(Chakravarly y Chatarpaul, 1990) y a especies vegetales del entorno al migrar al suelo 
(Matt et al. 2001). Estos efectos adversos son debidos a que una de las vías más 
importantes de eliminación de los herbicidas es la producida por la absorción de los 
mismos por las plantas adventicias y su posterior fijación en centros específicos, donde 
inhiben determinadas enzimas responsables del metabolismo celular. 
La presencia de glifosato en el suelo puede causar cambios en la población y la 
actividad microbiana del suelo (Araújo et al., 2003), así lo demuestran numerosos 
experimentos que evalúan los efectos perjudiciales del herbicida sobre diferentes 
microorganismos (Christy et al., 1981; Quinn et al., 1988; Santos y Flores, 1995; Krzysko-
Lupicka y Orlik, 1997). Más recientemente Busse et al., 2001 demuestran un descenso 
del crecimiento y del metabólismo de la supervivencia bacteriana del suelo en 
plantaciones de Pinus ponderosa. Asimismo, Wong, 2000 señala la inhibición del 
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crecimiento, fotosíntesis y síntesis de clorofila a, en algas verdes. En el medio acuático 
Tsui y Chu et al., 2003 analizan el porcentaje de toxicidad que afecta a las poblaciones 
diferentes en este medio, siendo las de crustáceos y microalgas, las más afectadas. 
Por el contrario, estos efectos adversos en los diversos procesos, en ocasiones 
son matizados e incluso revertidos mayoritariamente en condiciones naturales, por los 
factores edafoclimáticos del medio donde se desarrollan, entre los que se incluyen: luz, 
aireación, balance hídrico, pH, temperatura, humedad, materia órganica, nutrientes y la 
presencia de otros microorganismos (Walsh, 1995), así como por la concentración del 
herbicida en el medio, degradación, movilidad en el suelo y el tipo de planta. Asimismo, 
se ha comprobado que existe un efecto nulo o estimulante con la aplicación del glifosato, 
sobre la respiración y actividad microbiana del suelo (Carlisle y Trevors, 1986; Haney et 
al., 2000; Busse et al., 2001; Araújo et al., 2003), mineralización del suelo (Haney et al., 
2000; 2002) o la biomasa microbiana (Wardle y Parkinson, 1991, 1992). 
Por otro lado, la importancia de los microorganismos simbióticos para llevar a 
cabo una agricultura sostenible que reduzca el uso de fertilizantes nitrogenados y 
fosfatados hace necesario el ahondar y conocer el efecto de los herbicidas en estas 
asociaciones. Ya que aunque hay numerosos estudios del efecto de plaguicidas sobre los 
microorganismos del suelo o sobre las especies vegetales (Anderson, 1985), se conoce 
muy poco sobre el efecto de los herbicidas en las asociaciones simbióticas. 
 
7.2.3. Interacción de la resistencia fisiológica 
La resistencia de las malas hierbas a los herbicidas, suele deberse a la presión 
selectiva que ejerce el uso repetido de herbicidas con un modo de acción específico en 
una misma zona y por tratar con frecuencia sin rotar con otros herbicidas. Actualmente 
hay identificados unos 109 biotipos de malas hierbas resistentes a herbicidas, siendo más 
de la mitad de ellos resistentes a los herbicidas de la familia de las triazinas (Le Baron, 
1991; Shaner, 1995).  
Hasta hace pocos años, los estudios técnicos no aportaban informaciones 
substanciales sobre la emergencia de resistencia fisiológica en algunas de las especies 
de malezas mas ampliamente tratadas con glifosato, a pesar de 20 años de su uso 
extensivo. Sin embargo, recientemente ha sido mostrada la existencia de poblaciones 
resistentes de Lolium rigidum en Australia (Pratley et al., 1996; Powles et al., 1998; 
Lorraine-Colwill et al., 2001); y la resistencia al glifosato en un biotipo de Eleusine indica 
en Malasia (Tran et al., 1999; Lee y Ngim, 2000; Baerson et al., 2002) y en Conyza 
canadensis en el norte de América (Mueller et al., 2003). En todos menos en un caso 
(Lee y Ngim, 2000), los biotipos de las malas hierbas resistentes ocurrieron en áreas 
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sujetas a la aplicación repetida de glifosato durante por lo menos 10 años antes de su 
emergencia. 
Por otra parte en el primer estudio de los mecanismos que confieren la resistencia 
al glifosato se ha puesto de manifiesto que una única sustitución en un aminoácido (Ser 
en la posición 106 por Pro) de la EPSPs contribuye significativamente a la reducción de la 
sensibilidad al glifosato, siendo estos resultados la primera evidencia de la EPSPs 
alterada como un componente subyacente de la resistencia del glifosato evolucionada en 
cualquier especie de plantas (Baerson et al., 2002). 
A pesar de estas consideraciones, actualmente se acepta que la tolerancia de las 
plantas y microorganismos al glifosato se basa en tres mecanismos (Devine et al., 1993). 
El primer mecanismo es la sobreproducción de la enzima EPSPs, el segundo es la 
alteración de la enzima EPSPs, apareciendo como un isoenzima resistente al glifosato y 
el tercer mecanismo es la degradación metabólica del herbicida.  
Hasta la fecha los dos primeros mecanismos se han podido inducir en algunos 
cultivos. Aunque en España no se han comercializado variedades resistentes al 
herbicida, en varios países del mundo los cultivos tolerantes al glifosato se introdujeron 
hace años y siguen en aumento, entre los que se incluyen soja, maíz, arroz, algodón, 
tabaco, canola, trigo, remolacha y patata. Las técnicas de ingeniería genética han 
permitido la incorporación del gen CP4-EPSPs que incrementa la tolerancia al glifosato 
en el genoma de la planta (Barry et al., 1992; Padgette et al., 1995; Nida et al., 1996; 
Pline et al., 2002). Sin embargo, actualmente existen restricciones de este germoplasma 
para programas de investigación y su aceptación en algunos países no ha sido fácil. Esta 
tolerancia al glifosato por la planta no evitaría que la dosis utilizada del herbicida afectara 
a las relaciones simbióticas con los rizobios en las raíces de las leguminosas, con un 
resultado adverso sobre la fijación de nitrógeno. Con lo que, el glifosato al traslocarse 
rápidamente desde las hojas a los sumideros metabólicos (Duke et al., 1988; Geiger y 
Bestman, 1990), como el nódulo, podría incorporarse en éste en altos niveles, causando 
interferencias sobre el proceso de fijación de nitrógeno en bacteroides, y en 
consecuencia disminuyendo la actividad nitrogenasa bacteroidal (Hernández et al., 1999).  
 
8. Metabolismo fenólico 
Los compuestos fenólicos son biosintetizados por varias rutas diferentes y 
constituyen un grupo heterogéneo desde el punto de vista metabólico. Dos rutas básicas 
son implicadas: la ruta del ácido shikímico y la ruta del ácido malónico. La ruta del ácido 
shikímico participa en la biosíntesis de la mayoría de los compuestos fenólicos y 
transforma los intermediarios del carbono procedentes de la glucolisis y de la ruta de las 
pentosas fosfato en aminoácidos aromáticos (Herrmann y Weaver, 1999). La ruta del 
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ácido malónico, aunque es una importante fuente de productos fenólicos secundarios en 
hongos y bacterias, tiene un menor significado en plantas superiores. 
La inhibición de la enzima EPSPs tras la aplicación del glifosato, no sólo tiene 
como efecto el déficit más o menos drástico de los productos finales de la ruta del ácido 
shikímico (Colé, 1985), sino que también produce un incremento en la actividad de la ruta 
pudiendo sustraer esqueletos carbonados de otras rutas esenciales (Devine et al., 1993). 
Al mismo tiempo que provocar un incremento en la producción y acumulación de los 
intermediarios fenólicos, ácido shikímico y ácidos hidroxibenzoicos (Moorman et al., 
1992). Estos ácidos pueden resultar potencialmente tóxicos al afectar al metabolismo 
celular de la leguminosa. Cada uno de estos factores contribuye de forma parcial a la 
toxicidad global del glifosato y es la base de las diferencias en la tolerancia a este 
compuesto entre los organismos.  
La acumulación del ácido shikímico conlleva además al aumento de la producción 
de ácidos benzoicos derivados del shikímico, como los ácidos protocatéquico y gálico en 
plantas (Lyndon y Duke, 1988; Haslam, 1993). Los ácidos benzoicos son considerados 
agentes alelopáticos y autoalepáticos al inducir toxicidad sobre otras plantas o 
microorganismos del suelo tras ser liberados después de la descomposición de la planta 
(Putnam y Tang, 1986), y sobre los propios tejidos de la planta o el bacteroide. 
En general Moorman et al., 1992 sugieren que la alteración del metabolismo 
fenólico por el glifosato podría causar dos efectos: el primero, una alteración fisiológica y 
ecológica puesto que los compuestos flavonoides juegan un importante papel en el 
reconocimiento Rhizobium-leguminosa, y el segundo la acumulación de ácidos fenólicos 
que podría interferir con el proceso de fijación de nitrógeno en el nódulo. 
Existen diferencias entre plantas y microorganismos en la producción de fenoles 
con el tratamiento con glifosato. Mientras en bacterias los ácidos fenólicos se expulsan al 
medio externo (Moorman et al., 1992), en las plantas se acumulan en órganos sumideros 
(Cañal et al., 1987). Por tanto, en condiciones simbióticas, los nódulos de las plantas 
tratadas con glifosato podrían aumentar la concentración de ácidos fenólicos por la 
continua excreción de los mismos por el bacteroide, así como debido a la propia 
producción en el citosol. Además estos compuestos pueden aumentar su toxicidad por 
transformaciones en el propio metabolismo celular (Becerril et al., 1989). No obstante, 
hay que tener en cuenta por jugar un importante papel en la aumulación de estos ácidos, 
el potencial biodegradativo de los rizobios por su versatilidad nutricional y su capacidad 
para degradar sustancias aromáticas (fenoles, ácidos benzoicos y compuestos 
nitroaromáticos) en plantas y suelos (Muthukumar et al., 1982). 
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  Objetivos 
 
 
 
Cuando se aborda el estudio sobre una interacción planta-microorganismo, así 
como el efecto que producen determinadas condiciones externas sobre dicha interacción, 
se hace necesario llevar a cabo el análisis integrado del efecto que producen estas 
condiciones sobre cada organismo y de sus repercusiones sobre la interacción. 
De esta forma, en nuestro estudio de la simbiosis Bradyrhizobium – Lupinus albus 
y del efecto que sobre ella produce el herbicida glifosato, se ha considerado al huésped y 
al simbionte como un conjunto, ya que la efectividad e infectividad de la bacteria, así 
como las modificaciones morfológicas y bioquímicas que se producen en la planta 
dependerán tanto del microsimbionte, la especie de Rhizobium, como del 
macrosimbionte, la planta leguminosa. 
Para ello, se llevará a cabo un estudio integrado del efecto de glifosato sobre el 
microsimbionte en vida libre y en simbiosis, así como sobre el macrosimbionte. 
La figura 6 representa el esquema de estudio integrado, en el que nos propusimos 
los siguientes objetivos, para determinar el efecto del glifosato sobre: 
 
1. Los parámetros de crecimiento de la planta y la actividad nitrogenasa, así como sobre 
el crecimiento en vida libre de dos cepas del microsimbionte Bradyrhizobium sp. 
(Lupinus), ISLU16 y L750. 
2. La ultraestructura celular de nódulos y hojas en plantas de Lupinus albus. 
3. Los principales cambios sobre el metabolismo proteíco, fenólico y de carbohidratos en 
plantas de Lupinus desarrolladas en condiciones simbióticas. 
 
 
Además se llevará a cabo: 
4. La caracterización de nuevas proteínas detectadas en el patrón polipeptídico de la 
planta (hojas, nódulos y bacteroides) inducidas por el herbicida.  
5. El Análisis de la expresión de los genes codificantes de las nuevas proteínas 
detectadas y el estudio de su estructura para el establecimiento de la relación 
estructura-función en la respuesta del microsimbionte al tratamiento. 
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Figura 6: Esquema de los objetivos planteados para la Tesis Doctoral. 
 52

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES  
Y MÉTODOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Materiales y Métodos 
 
1. Materiales 
1.1. Material vegetal 
En todos los experimentos se han empleado semillas de Lupinus albus L. cv. 
Multolupa, procedentes de la finca experimental “La Higueruela” (Santa Olalla, Toledo), 
adscrita al Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC, Madrid. 
 
1.2. Microorganismos  
 En los experimentos llevados a cabo se han empleado las bacterias siguientes: 
• Bradyrhizobium sp. (Lupinus) cepa ISLU16 y cepa L750, procedentes de la 
colección del Dr. Chamber del Centro de Investigación y Desarrollo Agrario 
“Las Torres y Tomejil”. Sevilla. 
• Escherichia coli cepa DH5α y cepa SURE (Stratagene). 
 
1.3. Medios de cultivo 
- Medio TY pH 6,8: triptona 0,6%; extracto de levadura 0,3%; CaCl2.2H2O 0,066%. 
- Medio Vincent pH 6,8: K2HPO4 0,05%; MgSO4.7 H2O 0,02%; manitol 1%; extracto 
de levadura 0,04%; NaCl 0,01%. 
- Medio LB (Luria-Bertani) pH 7,0: bactotriptona 1%; extracto de bacto-levadura 
0,5%; NaCl 1%. 
 
1.4. Oligonucleótidos 
 En los ensayos hemos empleado los siguientes oligonucleótidos. 
AP1: 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC 
AP2: 5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT 
n1: 5’-TACGGCGCCGGCTTCTACTACATCC 
n2: 5’-TAAGGTCGACACGGGATTGAGCAGT 
n3: 5’-ATGGGCAAACTATCCGGCGAACAGCTT 
n4: 5’-TACGTAATGCTCGACCAGAAGTATG 
F24: M 13 (-47): 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
R24: M 13 reversa (-48): 5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 
 
1.5. Herbicida  
 El herbicida glifosato [N-(fosfonometil) glicina], fue obtenido de Monsanto en forma 
de líquido miscible conteniendo 36% (p/v) del producto activo en forma de sal 
isopropiónica. 
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2. Métodos 
2.1. Siembra, inoculación y crecimiento vegetal 
Para la siembra las semillas se esterilizaron con HgCl2 1% durante 5 min en 
agitación suave, y posteriormente se lavaron abundantemente, varias veces, con agua 
destilada estéril. Finalmente se dejaron en imbibición durante una hora en agua destilada 
estéril. La siembra se llevo a cabo en macetas de 15 cm de alto x 8,5 cm de ancho, en un 
soporte inerte de vermiculita (Asfaltex S.A), lavada previamente. Inicialmente se 
sembraron tres semillas/maceta y se inocularon en el momento de la siembra y 7 días 
después, con 1 ml de una suspensión bacteriana (108 bacterias/ml) de la cepa ISLU16. 
Tras la germinación se dejó una sola planta por maceta, eliminando el resto. 
 Las plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento vegetal cuyas 
condiciones de luz, temperatura y humedad relativa estuvieron controladas (fig. 7). Se 
mantuvo un fotoperiodo de 16 horas, con una intensidad luminosa de 190 µE m-2 s-1, 
suministrada por tubos fluorescentes (Silvania Gro-Lux) y bombillas incandescentes de 
25 W (General electrics). La variación de temperatura día/noche fue de 25/15 ºC y la 
humedad relativa del 60-70%. Las plantas fueron regadas durante la primera semana con 
agua destilada estéril y las siguientes con solución nutritiva Hoagland pH 6,5 libre de 
nitrato para favorecer la nodulación (Hoagland et al., 1950): K2SO4, 0,479 g/l; 
MgSO4.7H20, 0,260 g/l; CaSO4.2H20, 0,102 g/l; KH2PO4, 0,066 g/l; Hampiron (Rhône 
Poulec) 0,031 g/l y solución de oligoelementos 1 ml/l: MnSO4.H2O , 7,24 g/l; H3BO3 , 5,72 
g/l; ZnSO4.7H2O, 0,44 g/l; CuSO4.5H2O, 0,32 g/l; Na2MoO4.1H2O, 0,25 g/l; NiCl2.6H2O, 5,9 
g/l; CoCl2.7H2O, 0,25 g/l.  
 
 
Figura 7: Plantas de Lupinus albus crecidas en condiciones controladas, antes de la aplicación del herbicida. 
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En los experimentos sobre el metabolismo fenólico, se añadió nitrato (2,5 mM) a la 
solución de riego, en forma de KNO3, y se suministró a las plantas sin inocular. 
 
2.2. Condiciones de cultivo bacteriano 
Las cepas de Bradyrhizobium ISLU16 y L750 se cultivaron en medio Vincent 
(Vincent, 1970), a 28 ºC, en agitación a 100 rpm hasta alcanzar la densidad óptica 
correspondiente a la fase exponencial de crecimiento. 
En la extracción de ADN y ARN bacteriano, la cepa de Bradyrhizobium ISLU16 se 
creció hasta saturación, a 28 ºC en medio TY (Sambrook et al., 1989) y las cepas de 
Escherichia coli fueron cultivadas en medio LB (Sambrook et al., 1989) a 37 ºC, en 
agitación a 250 rpm con el antibiótico de selección adecuado.  
 
2.3. Estimación del crecimiento bacteriano y número de viables 
El crecimiento bacteriano se determinó, midiendo la densidad óptica del cultivo a 
λ=680 nm mediante un espectrofotómetro modelo Spectronic 2000.  
El número de viables, para las cepas ISLU16 y L750 se determinó estimando el 
número de unidades formadoras de colonias (UFC), partiendo del método propuesto por 
Vincent (1970).  
Cada 24 horas se tomó una muestra de 0,1 ml de cultivo de los matraces con 
diferentes tratamientos y se hicieron diluciones seriadas en agua destilada estéril hasta 
diluir la concentración inicial diez veces; se tomaron 0,1 ml de cada dilución y se 
sembraron en placa Petri con 20 ml de medio Vincent sólido. Las placas se incubaron a 
25 ºC, hasta la aparición de colonias. Todas las manipulaciones se realizaron en 
condiciones estériles, con tres réplicas (placas) por cepa y tratamiento. 
 
2.4. Aplicación del tratamiento en plantas y microorganismos 
Para estudiar el efecto del glifosato sobre Lupinus albus, cada planta se pulverizó 
con 2 ml (fig. 8), previamente filtrados, de la solución del herbicida glifosato, cinco 
semanas después de la siembra. El glifosato (N-[fosfonometil] glicina, Monsanto), en 
forma de sal de isopropilamina, fue aplicado a la dosis recomendada por la casa 
comercial (1,12 Kg/Ha=10 mM) y sucesivas diluciones a la mitad (5; 2,5 y 1,25 mM). 
Para testar la tolerancia bacteriana al herbicida, se inoculó 1 ml de un cultivo en 
fase exponencial, de las cepas ISLU16 y L750 en medio Vincent, al que previamente se 
le había añadido (por filtración) el herbicida a las concentraciones finales de 7,81; 15,62; 
31,25; 62,5; 125 y 250 µM. La tolerancia de las distintas cepas al herbicida, se utilizó 
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como criterio de selección para inocular plantas de Lupinus que posteriormente fueron 
tratadas con el herbicida. 
 
 
 
Figura 8: Forma de aplicación del herbicida glifosato sobre las plantas  
 
 
2.5. Determinación de la actividad nitrogenasa 
La actividad fijadora de nitrógeno se midió mediante el ensayo convencional de 
reducción de acetileno (ARA) según Fernández-Pascual et al., (1988). Las medidas de 
etileno y acetileno se llevaron a cabo en un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer 8310, 
equipado con una columna de acero (2 m x 3 mm de diámetro) rellena con Porapak-R y 
empleando nitrógeno como gas portador a una velocidad de flujo de 50 ml/ min, según de 
Felipe et al., (1987). Aunque disponemos, en nuestro departamento, de un sistema de 
flujo continúo, para la medida de la actividad nitrogenasa (Fernández-Pascual et al., 
1996; Minchin et al., 1992; Guasch et al., 2001), el elevado número de tratamientos y de 
réplicas (5 concentraciones diferentes y 6 réplicas por tratamiento) hacen imprescindible 
el uso del ARA convencional para la medida de la actividad nitrogenasa en estos 
experimentos. 
Las plantas se separaron suavemente del soporte y se cortó la raíz a nivel del 
cambio de color con la parte aérea. El sistema radical se introdujo en un tubo de vidrio 
(100 ml) cerrado herméticamente. Después de equilibrar las presiones interna y externa, 
se extrajeron 10 ml de la atmósfera interior y se introdujo 10 ml de C2H2. 
La reacción de reducción tuvo lugar a 25 ºC. Las muestras de gas se tomaron 
cada 15 minutos de exposición al acetileno para eliminar los problemas de la planta 
sometidos a largas exposiciones de acetileno (Sinclair y Serraj, 1995). Transcurrido ese 
tiempo se extrajo una muestra de 0,5 ml que se valoró en el cromatógrafo de gases, 
obteniendo la cantidad de C2H4 (nmol) presentes en la muestra.  
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El cálculo de la actividad nitrogenasa, se obtuvo según la ecuación: 
                              µmol/planta C2H4 *v 
 Actividad (µmol C2H4 *g-1) = P 
 
donde  
v = volumen del tubo (ml). P= peso fresco del nódulo (g/planta). 
 
2.6. Técnicas de bioquímica de proteínas 
2.6.1. Extracción y cuantificación 
 La extracción de proteínas de fracción soluble del citosol, se llevó a cabo 
mediante homogeneización de los nódulos y hojas en mortero, a 4 ºC con tampón de 
extracción Tris HCl 0,1 M pH 8,0; EDTA 1 mM y mercaptoetanol (0,13 g/l). En hojas, la 
proporción del tampón de extracción fue de 1:25 (p/v) y 0,5 g de arena lavada; el 
homogeneizado obtenido se filtró con tres capas de gasas y seguidamente se centrifugó 
a 17.400 g a 4 ºC, durante 30 min. En nódulos se extrajo con una proporción 1:10 (p/v) y 
PVPP insoluble al 30% (p/p), igualmente se filtró y se centrifugó a 11.400 g durante 5 min 
a 4 ºC, en una centrífuga refrigerada Beckman modelo J2-21. 
 Para la extracción de proteínas citosólicas bacterianas de Bradyrhizobium sp. 
(Lupinus) ISLU16, el cultivo bacteriano fue centrifugado a 8.000 g durante 10 min, a 4 ºC. 
El precipitado de esta centrifugación, se lavó dos veces con 1 ml de solución de lavado 
que contenía tampón K-fosfato 50 mM, sacarosa 300 mM y SO4Mg 2 mM. Seguidamente, 
el precipitado se resuspendió en tampón K-fosfato 20 mM, Cl2Mg 5 mM, EDTA 1 mM, 
glicerol 1 M y DTT 1 mM. 
 Las muestras se sonicaron con 25 pulsos de 50 s al 60% de intensidad, con un 
sonicador Vibra-Cell modelo VC-375. Después de verificar por microscopía óptica la 
ruptura de las bacterias, se centrifugó a 15.000 g durante 15 min a 4 ºC. 
La concentración de proteína de fracción soluble citosólica de hojas, nódulos, 
bacteroides y bacterias, se determinó en el sobrenadante por el método de Bradford 
(1976), utilizando seroalbúmina bovina como estándar y el reactivo de BIO-RAD según 
las indicaciones del fabricante. 
 
2.6.2. Electroforesis de proteínas  
 Las electroforesis de proteínas totales se realizaron siguiendo la técnica de 
Laemmli (1970) en condiciones desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE). Los geles 
separadores se realizaron en tampón Tris HCl 1 M pH 8,8 con persulfato amónico 0,5%, 
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TEMED 0,05% y SDS 0,1%. La concentración de acrilamida fue del 12,5% para proteínas 
totales o del 7% para glicoproteínas, y en los geles de gradiente la concentración fue del 
7-18%. En los geles concentradores, la concentración de acrilamida contenida en el 
tampón Tris HCl 1,25 M pH 6,8 fue de 3,96%, conservándose la proporción de los demás 
componentes. La acrilamida usada fue de BIO-RAD con una proporción de 30:0,8 
acrilamida/bisacrilamida. Las muestras (35-100 µg proteína) se prepararon añadiendo el 
tampón disociador de la muestra (Tris HCl 250 mM pH 6,8; SDS 4%; glicerol 10%; azul 
de bromofenol 0,006% y β-mercaptoetanol 2%) en proporción 100: 30 (p/v) y se hirvieron 
durante 5 min. La electroforesis se realizó en un sistema Mini Protean (BIO-RAD), con 
tampón de electrodos (Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3 y SDS 0,1%), a un voltaje de 
80-100 V durante 2-3 horas. Como patrones se utilizaron los comercializados por BIO-
RAD, de bajo peso molecular: lisozima 14,5 kDa, inhibidor de tripsina de soja 21,5 kDa, 
anhidrasa carbónica 31 kDa, ovoalbúmina 45 kDa, albúmina de suero bovino 66 kDa y 
fosforilasa β 97 kDa y los marcadores preteñidos: lisozima 21 kDa, inhibidor de tripsina de 
soja 28,9 kDa, anhidrasa carbónica 35 kDa, ovoalbúmina 52,3 kDa, albúmina de suero 
bovino 92 kDa y fosforilasa β 113 kDa , asimismo los marcadores de alto peso molecular 
utilizados fueron: miosina 212 kDa, α-macroglobulina 170 kDa, β-galactosidasa 116 kDa, 
transferrina 76 kDa, BSA 66 kDa y glutámico deshidrogenasa. Una vez finalizada la 
electroforesis, los geles se tiñeron con azul de Coomasie (ácido tricloroacético 50% (p/v), 
etanol 20% (v/v) y azul de Coomasie R250 (Sigma) 0,5 % (p/v)) durante al menos 30 min, 
o bien se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa o membrana de PVDF. Los geles 
teñidos se decoloraron con una solución desteñidora (metanol 25% y ácido acético 
16,6%), renovada constantemente hasta la completa visualización de las bandas. 
 
2.6.3. Análisis Western blot 
 La transferencia se realizó en un sistema semiseco (TransBlot, BIO-RAD), con 
tampón de transferencia (Tris 25mM; glicina 192 mM; metanol 20% y SDS 0,04%), a 20 V 
durante 2 horas. Se comprobó la efectividad de la transferencia tiñendo la membrana 
durante 5 min con una solución Ponceau S (Sigma) al 0,2% en 1% de ácido acético y 
eliminando el exceso de agua. La tinción se eliminó al lavar la membrana con tampón de 
transferencia (Towbin et al., 1979). La membrana de nitrocelulosa se bloqueó, para evitar 
uniones inespecíficas, con leche desnatada al 5% en PBS pH 7,2 (NaCl 0,8%; KCl 
0,02%; HNa2PO4.12H2O 0,29%; H2KPO4 0,02% y NaN3  0,005%) durante 1 hora y se 
incubó con el anticuerpo primario durante toda la noche en agitación suave. En la 
inmunodetección de glicoproteínas MAC 236 y MAC 265, se emplearon las diluciones 
(1:100) del antisuero monoclonal obtenido en rata, según VandenBosch et al., (1989). 
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Estos anticuerpos fueron cedidos por el Dr. N. Bewin del “John Innes Center” de Norwich 
(U.K.). Para la inmunodetección de la leghemoglobina se utilizó una dilución de (1:2000) 
del antisuero policlonal obtenido en conejo frente a leghemoglobina de lupino (Vivo et al., 
1989). En el inmunoblot del componente I y II de la nitrogenasa se utilizaron las 
diluciones (1:1000) y (1:2000) respectivamente del antisuero policlonal obtenido en 
conejo. El anticuerpo anti-componente I de la nitrogenasa fue cedido por el Dr. J. 
Imperial, ETSI Agrónomos de la Universidad Politécnica de Madrid y el anti-componente 
II, por el Dr. Ludden (Department of Biochemistry, Universidad de Wisconsin, U.S.A.). 
Para la inmunodetección de la RUBISCO se utilizó una dilución de (1:2000) del antisuero 
policlonal obtenido en conejo frente a la subunidad L de RUBISCO de Euglena gracilis. El 
anticuerpo fue cedido por el Dr. J. Moreno (Departamento de Bioquímica, Universidad de 
Valencia). Al día siguiente, se eliminó el anticuerpo con 2 lavados de 5 min y 2 de 15 min 
con agitación suave en PBS. El anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina 
(IgG de cabra-antirata en el caso de los anticuerpos monoclonales MAC 236 y MAC 265 
e IgG de cabra-anticonejo en el caso de los policlonales de leghemoglobina, 
componentes I y II de la nitrogenasa y RUBISCO) se preparó diluido 1:1000 en leche 
desnatada al 5% en PBS y se incubó 2 horas con agitación suave. Posteriormente, se 
lavó con PBS (2 x 5 min y 2 x 10 min) y seguidamente con TBS pH 7,4 (Tris HCl 10 mM; 
NaCl 0,15 M; Tween-20 0,3 % y NaN3 0,002%) 2 veces durante 10 min. Después se 
equilibró con Tris HCl 100 mM pH 9,6 durante 5 min, La actividad fosfatasa alcalina se 
reveló incubando la membrana en Tris HCl 100 mM pH 9,6 que contenía como substratos 
del enzima, NBT 1 mg/ml (en DMSO 2 % en Tris HCl 100 mM pH 9,6), BCIP 0,05 mg/ml 
(en dimetilformamida) y Cl2Mg 1 mM en oscuridad. Una vez observado la intensidad de 
las bandas, la reacción se detuvo con agua. Los inmunoblots se escanearon en un 
densitómetro en escala de grises y los datos fueron integrados usando un software con 
procesador de imágenes. 
 
2.6.4. Secuenciación de la proteína BLpp y análisis de la secuencia 
 La proteína BLpp, visualizada en un gel de poliacridamida, fue transferida 
utilizando un sistema semiseco a una membrana de PVDF, a 20 V durante 2 horas. La 
membrana se lavó en metanol durante 5 minutos en agitación suave, y se comprobó la 
efectividad de la transferencia tiñendo la membrana durante 3 min con una solución 
Ponceau S o con una tinción de Coomasie (ácido acético 1% (v/v), azul de Coomasie 
R250 (Sigma) 0,1 % (p/v) en metanol 40% (v/v)) hasta que se vieron las bandas 
esperadas. La tinción con Coomasie se detuvo con metanol al 50%. Una vez se secó la 
membrana, la banda identificada fue cortada, para ser secuenciada posteriormente. 
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 En el análisis de los 20 aminoácidos de la región N-terminal de la proteína BLpp, 
se ha utilizado un secuenciador automático de proteínas “Applied Biosystems Procise-
494 protein” en el servicio de proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas del 
CSIC.  
La secuencia determinada de aminoácidos se analizó mediante los programas 
informáticos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y del EBI (European 
Bioinformatics Institute). La homología entre las secuencias aminoacídicas se estableció 
por comparación con la base de datos del Genebank empleando el programa BLAST 
(Altschul et al., 1990). 
 
2.6.5. Aislamiento de bacteroides 
 Los bacteroides se aislaron a partir de 1 g de peso fresco de nódulos de Lupinus 
albus, según describe Delgado et al., (1992). La homogenización se realizó en mortero a 
4 ºC con tampón de extracción en una proporción 1:5 (p/v), compuesto por tampón K-
fosfato 50 mM pH 7,5; ascorbato sódico 200 mM y 10% PVPP. 
 El homogeneizado se centrifugó a 250 g y 4 ºC durante 5 min, en una centrifuga 
Beckman J2-21, para eliminar restos nodulares. El sobrenadante de esta primera 
centrifugación se volvió a centrifugar a 8.000 g a 4 ºC durante 10 min. El precipitado de 
esta centrifugación, donde se encontraban los bacteroides, se lavó dos veces con 1 ml de 
solución de lavado que contenía tampón K-fosfato 50 mM, sacarosa 300 mM y SO4Mg 2 
mM. Finalmente, el precipitado se resuspendió en tampón K-fosfato 20 mM, Cl2Mg 5 mM, 
EDTA 1 mM, glicerol 1 M y DTT 1 mM. 
 Para la cuantificación del contenido proteico del citosol bacteroidal, las muestras 
se sonicaron con 25 pulsos de 40 s al 50% de intensidad, con un sonicador Vibra-Cell 
modelo VC-375. Después de verificar por microscopía óptica la ruptura de los 
bacteroides, se centrifugó a 15.000 g durante 15 min a 4 ºC. La concentración proteica se 
determinó en el sobrenadante como se describe en el apartado 2.6.1. 
 
2.7. Estudio del metabolismo del carbono 
2.7.1. Medida de las actividades enzimáticas 
2.7.1.1. Extracciones enzimáticas  
 Para la medida de las actividades enzimáticas, fosfoenolpiruvato carboxilasa, 
malato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa, se partió de 0,3 g de nódulos de 
peso fresco, se homogeneizaron en mortero a 4 ºC durante 3 min adicionando 30% de 
PVPP y una proporción 1:10 (p/v) de tampón Tris HCl 50 mM pH 8,0; Cl2Mg 10 mM; DTT 
5 mM, conteniendo 25% de etilenglicol. Los extractos se filtraron por 4 capas de gasa y 
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seguidamente se centrifugaron a 18.000 g durante 20 min a 4 ºC, en una centrífuga 
refrigerada Beckman modelo DU 640. 
 Los extractos para la valoración de la actividad sacarosa sintasa, se prepararon 
homogeneizando 0,3 g de nódulos en un mortero a 4 ºC con el medio de extracción 
tampón K-fosfato 50 mM pH 8,0; EDTA 1 mM; etilenglicol 20% en una proporción 1:10 
(p/v) y 1/3 de PVPP, se filtraron y centrifugaron a 30.000 g durante 20 min en frío. 
 Los análisis enzimáticos se realizaron en los sobrenadantes, inmediatamente 
después de la centrifugación. 
 
2.7.1.2. Valoración de las actividades enzimáticas  
 Las actividades enzimáticas se han valorado por medio de la oxidación o 
reducción de NAD(P)H/NAD(P)+ producida en la propia reacción o en una reacción 
acoplada. La valoración de la actividad en reacciones enzimáticas en las que se produce 
oxidación o reducción de piridín nucleótidos, se realiza siguiendo la variación de 
absorbancia a 340 nm debida a la aparición o desaparición de la forma reducida, que 
presenta un máximo de absorción a dicha longitud de onda, con un coeficiente de 
extinción molar que es igual para el NADH y el NADPH. 
 La mezcla de reacción utilizada varió para cada enzima. La reacción se inicia con 
la adición del extracto. Tras un periodo de incubación, la variación de la absorbancia 
lineal se registró durante 3 min. Se utilizó un espectrofotómetro Beckman DU 640 
termostatizado. En todos los casos se prepararon tres repeticiones y un control sin 
substrato para corregir las posibles oxidaciones o reducciones endogénas de 
NAD(P)H/NAD(P)+, según los casos. 
 El cálculo de las actividades enzimáticas acopladas a una reacción de oxido-
reducción NAD(P)H/NAD(P)+ se realiza según la siguiente ecuación:  
 
 
(∆ D.O. min-1) V * VT  Actividad (µmol . min-1) = 
10-6 *ε * d * v 
 
donde, 
∆.D.O. min-1= incremento medio de D.O. por minuto. V = volumen total de la mezcla de 
reacción (ml). VT = volumen total de extracto (ml). ε = coeficiente de extinción molar de 
NAD (P) H= 6,22 106 cm2 mol-1 y de OAA de 1,2 106 cm2 mol-1. d = ancho de la cubeta= 1 
cm. v = volumen de extracto añadido a la mezcla (ml). 
 La actividad enzimática se expresó en µmol/mg proteína/h, a partir de la velocidad 
de reacción, dada por el espectrofotometro en µmol min-1, y teniendo en cuenta el 
contenido de proteína soluble nodular. 
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2.7.1.3. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa 
 La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31) se determinó en el citosol 
nodular según Lang et al., (1993). La PEPc cataliza la transformación del 
fosfoenolpiruvato (PEP) a oxalacetato (OAA) el cual es reducido a malato por acción de la 
enzima malato deshidrogenasa (MDH) mediante la oxidación de NADH, según la 
siguiente reacción. 
 
        PEPc     NADH+ + H+     NAD+ 
PEP + CO2    OAA   MALATO 
   Pi         MDH 
 
 La actividad PEPc, se valoró espectrofotométricamente siguiendo la disminución 
de absorbancia a 340 nm provocada por la oxidación de NADH en una reacción acoplada 
a la actividad malato deshidrogenasa endógena. El ensayo, optimizado a partir de la 
metodología descrita por Lang et al., (1993) se realizó con la siguiente mezcla de 
reacción en 1 ml: tampón Tris HCl 50 mM pH 8,0; Cl2Mg 10 mM; DTT 5 mM; NADH 1 
mM; NaHCO3 10 mM; PEP 2 mM y MDH 5 U.I.. 
 La reacción se iniciaba añadiendo 300 µl de extracto enzimático del citosol, 
registrándose la oxidación de NADH a 340 nm a temperatura ambiente, durante 3 min 
cada 15 s, frente a un blanco que contenía todos los componentes de la mezcla de 
reacción, excepto el NADH y la muestra. 
 La actividad enzimática en µmol/mg proteína/h se calculó de la manera descrita en 
el apartado 2.8.2.. 
 
2.7.1.4. Actividad malato deshidrogenasa 
 La actividad malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) fue determinada en el citosol 
nodular siguiendo el método descrito por Lang et al., (1993). El análisis de la actividad 
MDH, en el sentido de reducción del OAA, se basa en la medida de la disminución de la 
absorbancia a 340 nm debido a la oxidación de NADH, como se muestra en la siguiente 
reacción. 
    NADH+ + H+     NAD+ 
 OAA    MALICO 
    MD 
 
 La mezcla de reacción contenía en 1 ml: tampón K-fosfato 100 mM pH 7,5; NADH 
0,2 mM y el extracto enzimático (25 µl). Después de 3 min de incubación a 30 ºC, la 
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reacción se iniciaba añadiendo oxalacetato 0,5 mM, registrándose la oxidación cada 15 s 
durante 3 min frente al aire. 
 La actividad MDH se expresó en µmol/mg proteína/h. 
 
2.7.1.5. Actividad aspartato aminotransferasa  
La actividad aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1) se determinó en el citosol nodular, 
siguiendo el método descrito por Lang et al., (1993), con ligeras modificaciones. El 
análisis de la actividad AST en el sentido de utilización de oxalacetato (OAA), se basa en 
la medida de la disminución de la absorbancia por la desaparición de OAA a 260 nm, 
como muestra la siguiente reacción: 
 
      AST 
OAA  +  L-glutamato    cetoglutarato + L-aspartato 
 
 La mezcla de reacción contenía en 1 ml: tampón Tris HCl 100 mM, pH 7,5; EDTA 
0,2 mM; piridoxal 0,1 mM; oxalacetato 1 mM y el extracto enzimático (100 µl). Después 
de 5 min de incubación de 30 ºC, la reacción comenzaba al añadir glutamato 4 mM. El 
extracto enzimático del citosol fue diluido a la mitad en su tampón de extracción. Las 
lecturas se registraron cada 15 s durante 3 min, frente al aire. La actividad AST se 
expresó en µmol/mg proteína/h.  
 
2.7.1.6. Actividad sacarosa sintasa 
 La enzima sacarosa sintasa (E.C.2.4.1.13) hidroliza la sacarosa en presencia de 
UDP, produciendo UDP-glucosa que se oxida por la UDP-glucosa deshidrogenasa en 
presencia de NAD+ que se reduce, pudiéndose medir el incremento de absorbancia a 340 
nm. Todo el proceso se representa en el siguiente esquema: 
 
               SS             NAD+                 NADH+ + H+ 
Sacarosa + UDP                 Fructosa + UDP-glucosa        UDP-glucónico 
          UDPGDH 
 
 La mezcla de reacción, optimizada a partir de la descrita por Morell y Copeland 
(1985), fue la siguiente: tampón bicina-KOH 100 mM pH 8,5; sacarosa 100 mM; UDP 2 
mM; UDPG deshidrogenasa 250 µg y NAD+ 1,5 mM. La reacción se inicia con la adición 
de 25 µl de extracto para completar un volumen final de 1 ml, registrándose la reducción 
de NAD+ a 340 nm, a 30 ºC cada 15 s, durante 2 min. 
 La actividad enzimática SS se expresó en µmol/mg proteína/hora. 
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2.7.2. Almidón 
2.7.2.1. Extracción 
 La extracción se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Gordon et al., 
(1992) optimizando las condiciones. Los nódulos se incubaron en etanol al 80% durante 3 
min a 100 ºC, después de retirar el etanol se dejaron secar a 50 ºC. Posteriormente, se 
pulverizaron en mortero y se resuspendieron en 40 ml de agua destilada/g. La mezcla se 
hirvió durante 1 hora y fue centrifugada a 3.000 g durante 10 min. En el sobrenadante se 
determino la cantidad de almidón a 340 nm. 
 
2.7.2.2. Determinación de almidón 
El principio en el que se basa la determinación se explica según las tres 
reacciones acopladas siguientes: 
1. El almidón es hidrolizado a glucosa en presencia de la enzima 
amiloglucosidasa (AGS, Boehringer Mannheim).  
 
  Almidón  +   (n-1) H2O      n Glucosa 
AGS 
 
2. La glucosa formada es determinada con las enzimas hexoquinasa (HK) y 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) a un pH 7,5, siendo la 
glucosa fosforilada a glucosa-6-fosfato (G-6-P) por ATP. 
                                         ATP      ADP+                  
  Glucosa          G-6-P    
HK 
 
3. En presencia de G6P-DH, la G-6-P es oxidada por el NADP a 6-fosfo 
gluconato con la siguiente formación de NADPH. 
     NADP      NADPH++ H+ 
  G-6-P       6-fosfo gluconato   
G6P-DH 
 
La cantidad de NADH formado en la reacción anterior es estequiométrica con la 
cantidad de glucosa. El NADH se determina mediante su absorbancia a 340 nm, según la 
fórmula: 
 
  Concentración (g. l-1)= V * PM
ε * d * v * 1.000 * ∆A
 
donde: 
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V = volumen total de la reacción (ml). v = volumen de la muestra (ml). PM =162,1 g mol-1 
d = paso de luz en cm. ε = coeficiente de extinción molar de NADH a 340 nm = 6,3. ∆A = 
A muestra - A blanco. 
 
2.7.3. Sacarosa 
2.7.3.1. Extracción 
 La extracción se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Gordon et al., 
(1999) optimizando las condiciones. Los nódulos (0,3 g) se homogeneizaron en etanol al 
80% (4,8 ml) durante 5 min, se incubaron a 70 ºC, 30 min, y se centrifugaron a 18.000 g 
durante 20 min. Posteriormente el sobrenadante se secó a 65 ºC y el residuo obtenido se 
resuspendió en agua destilada (450 µl), para finalmente centrifugarse a 15.000 g durante 
10 min. La determinación del contenido de azúcares se realizó en el sobrenadante a 540 
nm. 
 
2.7.3.2. Determinación 
 Para determinar el contenido de sacarosa se siguió el método de Paek, (1988) 
basado en la reducción enzimática de la sacarosa por medio de la β-fructosidasa y 
posterior determinación del contenido en azúcares reductores siguiendo el método de 
Somogyi, (1952), en combinación con el de Nelson, (1994). El extracto nodular se incubó 
a 55 ºC, durante 10 min con la enzima β-fructosidasa (Boehringer Mannheim), después 
se le añadió el reactivo Somogyi (200 µl) y se mantuvo a 100 ºC durante 20 min; una vez 
frío se le añadió el reactivo de Nelson (200 µl). La mezcla en un volumen final de 3 ml se 
midió a una λ de 540 nm. 
La cuantificación de la concentración de sacarosa se calculó hallando la diferencia 
entre la medida de azúcares obtenidos cuando se adiciona la enzima β-fructosidasa y la 
medida de azúcares reductores inicialmente presentes en el extracto. 
 
2.8. Estudio del metabolismo fenólico  
Para la determinación de fenoles en tejidos vegetales, se tomaron muestras de 
hojas (maduras y jóvenes) y nódulos de plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 
(Lupinus) cepa ISLU16, y de plantas tratadas con nitrato (2,5 mM); e inmediatamente 
fueron congeladas en nitrógeno líquido, liofilizadas y pulverizadas, conservándolas para 
la extracción y análisis por HPLC de fenoles como describe Becerril et al., (1999). 
 
2.8.1. Extracción de fenoles 
Para la extracción de fenoles, se partió de 0,2 g de hojas y 0,15 g de nódulos 
pulverizados, a los que se añadió HCl 1 M (25 ml). En ambos casos, la extracción se 
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realizó en reflujo durante 1 hora a 100 ºC, interrumpiendo a los 30 min para sonicar la 
muestra 5 min. El extracto se filtró a través de un papel Watman Nº 1, se ajustó el pH a 
2,5 y finalmente, se enrasó hasta 50 ml. Una muestra de 2 ml se filtró a través de un filtro 
de jeringa Nalgene de 0,2 µm que se conservó para la determinación de ácido shikímico. 
El resto de la muestra (48 ml) se extrajo dos veces con acetato de etilo (20 ml). Las 
fracciones de acetato de etilo se combinaron y evaporaron mediante un rotavapor. 
Finalmente, el extracto fue resuspendido en 2 ml de una disolución de ácido fosfórico 3,3 
mM pH 2,7 y filtrado a través de un filtro de jeringa Nalgene de 0,2 µm hasta su posterior 
análisis mediante HPLC. 
 
2.8.2. Determinación de fenoles 
El análisis del ácido shikímico y de los ácidos hidroxibenzoicos fue realizado 
usando un sistema de análisis de cromatografía líquida Waters, sistema equipado con 
dos bombas modelo 150, un inyector plus modelo 717 y un fotodiodo modelo 996, el cual 
mide un rango de 270-700 nm. La cromatografía es realizada con una columna Water 
(250 x 4,6 mm; 5 µm tamaño de partícula) Spherisorb ODS-1, protegida con una 
precolumna (20 x 3,9 mn; 4 µm). El solvente usado para la determinación de shikimato 
fue una disolución desgasificada de ácido fosfórico 3,3 mM; pH 2,7 a 0,6 ml en regimen 
isocrático durante 10 min. Para la determinación de ácidos hidroxibenzoicos se utilizaron 
ácido fosfórico 3,3 mM; pH 2,7 (como solvente A) y metanol de grado HPLC (como 
solvente B). El gradiente empleado fue el siguiente: 45% de B en A de 0 a 20 min; 
gradiente lineal de 45 a 100% de B de 20 a 20,5 min; 100% de B de 20,5 a 29 min. El 
volumen de inyección de la muestra fue siempre 25 µl. 
La detección e integración se realizó a 215 nm y los componentes fueron 
identificados por la comparación de sus tiempos de retención con los correspondientes 
estándares inyectados solos y/o con la muestra. En nuestro sistema los tiempos de 
retención (en min) para los compuestos determinados fueron los siguientes: ácido 
shikímico, 5,8; ácido gálico, 10,93; ácido protocatéquico (PCA) 14,58; ácido gentísico, 
16,13; 4-hidroxibenzoico, 19,65; ácido vanílico, 23,62 y ácido siríngico, 25,9.  
El sistema cromatografico es controlado por un ordenador, usando para el cálculo 
de las áreas el software Millenium.  
 
2.9. Técnicas de microscopía  
2.9.1. Procesamiento del material vegetal  
 Para los estudios de microscopía el material vegetal, nódulos y hojas de Lupinus 
albus, fue seleccionado, seccionado (2-3 mm) e inmediatamente procesado tras su 
separación de la planta. 
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2.9.1.1. Inclusión en la resina acrílica LR White 
 Los segmentos de hojas y nódulos cortados, se fijaron inmediatamente en 
glutaraldehído 2,5% en tampón cacodilato sódico 0,05 M, pH 7,4 durante 2 horas a 
temperatura ambiente. A continuación las muestras se desgasificaron en dos periodos de 
10 min y se lavaron tres veces durante 1 hora con tampón cacodilato, manteniéndose a 4 
ºC toda la noche. 
 Las muestras se lavaron en tampón cacodilato a temperatura ambiente, se 
deshidrataron en una serie de etanol (Merck) creciente, a 4 ºC, y se infiltraron 
progresivamente en la resina LR White (London Resin Company), siguiendo el esquema: 
 
1er lavado Tampón cacodilato 1 hora   Temperatura ambiente 
2º lavado Tampón cacodilato 1 hora   Temperatura ambiente 
3er lavado Tampón cacodilato noche   4 ºC  
 
Etanol 30 %    1 hora   4 ºC 
Etanol 50 %    1 hora   4 ºC 
Etanol 70 %    1 hora   4 ºC  
Etanol 90 %    1 hora   4 ºC  
Etanol 100 %    1 hora   4 ºC  
Etanol 100 %    Noche   4 ºC  
 
Etanol/LR White (2:1)   4 horas  4 ºC 
Etanol/LR White (1:2)   4 horas  4 ºC 
LR White    Noche   4 ºC 
 
LR White   2 días (2 cambios/día) 4 ºC 
 Finalmente, las muestras se incluyeron individualmente en cápsulas de gelatina 
con resina y se taparon procurando que quedara la menor cantidad de aire posible, para 
su correcta polimerización. Las cápsulas se mantuvieron verticalmente a 60 ºC durante 
24 horas y a continuación, se dejaron enfriar a temperatura ambiente 
 
2.9.1.2. Inclusión en la resina hidrofóbica. Araldita 
Las muestras vegetales inmediatamente se fijaron en glutaraldehído 3%, a 4 ºC 
durante 3 horas y se desgasificaron en dos periodos de 10 min. Finalizado el periodo de 
fijación, se realizaron tres lavados de 1 hora con tampón cacodilato y se mantuvieron a 4 
ºC durante toda la noche. 
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 A continuación se llevo a cabo una segunda fijación de las muestras en OsO4 : 
tampón cacodilato (1:1) durante 2 horas a 4 ºC. El osmio se eliminó mediante tres 
lavados de 1 hora con tampón cacodilato y se mantuvieron a 4 ºC durante toda la noche. 
 Al día siguiente los tejidos se deshidrataron en una serie creciente de acetona a 4 
ºC, y finalmente se infiltraron progresivamente en la resina Araldita Durcupan (ACM), a 
temperatura ambiente, utilizando como intermediario el óxido de propileno, según el 
esquema: 
 
Acetona 30 %      20 min   4 ºC 
Acetona 50 %      20 min   4 ºC 
Acetona 70 %      1 hora   4 ºC 
Acetona 70 % + acetato de uranilo   2 horas  4 ºC 
 
Acetona 90 %  (2 cambios)    1 hora   4 ºC 
Acetona 100 %(2 cambios)    1 hora   4 ºC 
Acetona 100 %     Noche   4 ºC 
 
Óxido de propileno (2 cambios)   30 min   Tª ambiente  
Óxido de propileno     1 hora   Tª ambiente 
Óxido de propileno / Araldita I (3:1), (2:2), (1:3) 2 horas/cambio Tª ambiente 
Óxido de propileno / Araldita I   2 horas  Tª ambiente 
Araldita I  (sin el componente polimerizador) 2 horas  50 ºC 
Araldita I      Noche   50 ºC 
Araldita II (con el componente polimerizador) 1 hora   50 ºC 
Araldita II      30 min   50 ºC 
 Finalmente, se realizó la inclusión final de Araldita II, en moldes de goma a 70 ºC 
durante 48 horas para la óptima polimerización de la resina. 
 
2.9.2. Microscopía óptica de campo claro  
 Las secciones, previamente incluidas en resinas LR White o Araldita, se cortaron 
con el ultramicrotomo REICHERT ULTRACUT S (Leica) provisto con cuchillas de 
diamante Diatome 45º. En los estudios de microscopía óptica, las observaciones de 
cortes semifinos (1 µm), de nódulos y hojas se realizaron en un microscopio óptico Zeiss 
Axiophot con sistema fotográfico integrado. Los cortes montados con unas gotas de agua 
bidestilada sobre portaobjetos de vidrio tratados con adhesivo de Haupt (Jensen, 1962), 
fueron teñidos con azul de toluidina al 1%, conteniendo borato sódico (1:1), durante 5-10 
min. 
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2.9.2.1. Localización histoquímica de carbohidratos 
 La localización histoquímica de componentes carbohidratados se realizó mediante 
la técnica del ácido periódico-base de Schiff (Jensen, 1962) sobre cortes semifinos. Las 
secciones se incubaron en ácido periódico (HIO4) al 0,5% (p/v) en agua destilada a 
temperatura ambiente, durante 30 min. Después de lavar con agua destilada 10 min, se 
cubrieron con reactivo de Schiff durante 1 hora. A continuación se lavó con agua 1 minuto 
y se transfirieron a una solución de bisulfito sódico al 2% (p/v) durante 2 min. Finalmente, 
se lavaron abundantemente en agua destilada durante 10 min. 
 
2.9.3. Microscopía electrónica de transmisión 
 Para los estudios de microscopía electrónica de transmisión se emplearon 
igualmente secciones incluidas en resinas LR White y Araldita. Las secciones ultrafinas 
de ~70 nm se realizaron en un ultramicrotomo REICHERT ULTRACUT S (Leica), se 
recogieron sobre rejillas de cobre o de niquel, de 150-200 ventanas y fueron observadas 
en un microscopio electrónico STEM LEO910 con una cámara digital integrada Gatan 
Bioscan (modelo 792).  
 
2.9.3.1. Inmunolocalización  
 La técnica inmunocitoquímica empleada fue la descrita por Vivo et al., (1989), con 
ligeras modificaciones. Los cortes ultrafinos (80-70 nm) recogidos en rejillas de níquel de 
200 ventanas se incubaron a 37 ºC, durante 1 hora sobre una gota de la solución de BSA 
20 mg/ml en TBS (BSA-TBS), con objeto de bloquear lugares inespecíficos. Las rejillas, 
una vez secas se incubaron durante 1 hora a 37 ºC sobre 15 µl de una solución del 
anticuerpo primario diluido en BSA-TBS (dilución 1:1.500 para la leghemoglobina y 
1:1.000 para la RUBISCO). Posteriormente, las rejillas se secaron y se lavaron cinco 
veces, durante 3 min, en BSA 2 mg/ml en TBS, a temperatura ambiente. 
 Después de secar las rejillas, éstas se incubaron durante 1 hora a 37 ºC, con el 
anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal de 15 nm, para la leghemoglobina, y de 5 
nm, (IgG de cabra-anticonejo) para la RUBISCO. Los anticuerpos secundarios se 
diluyeron 1:40 en BSA-TBS 2 mg/ml. Posteriormente, las rejillas se lavaron cinco veces 
con BSA-TBS 2 mg/ml, durante 3 min a temperatura ambiente. Después se hicieron otros 
cinco lavados de tres min con una solución de BSA-TBS 2 mg/ml que contenía 0,1% de 
Triton X-100 (v/v) y finalmente, se realizó otra serie de tres lavados con agua bidestilada 
ésteril. 
Las rejillas se dejaron secar totalmente sobre papel de filtro y se tiñeron con 
acetato de uranilo 2% en agua bidestilada durante 10 min. Una vez secas se volvieron a 
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teñir con citrato de plomo 0,4% (Reynolds, 1963) durante 1 minuto y se lavaron 
nuevamente con agua bidestilada.  
 
2.9.3.2. Microscopía electrónica de barrido a baja temperatura 
Los nódulos se adhirieron con pegamento Gurr (Compuesto O.C.T.; BDH) a un 
portaobjetos de aluminio para microscopía de barrido. Inmediatamente se introdujeron en 
una cámara de nitrógeno líquido Slush a –196 ºC. Las muestras fueron fracturadas por un 
eje de acero a –196 ºC. A continuación se deshidrataron al vacío a –90 ºC y se 
sombrearon con oro para mejorar la conductancia a los electrones. Finalmente, el 
portamuestras se transfirió a la cámara de observación del microscopio electrónico de 
barrido Digital Scanning Microscope DSM 960 de Zeiss utilizándose los detectores de 
electrones secundarios y retrodispersados (B.S.E., Back Scattered Electrons) para la 
observación directa de las muestras. 
 
2.10. Clonación de productos de PCR 
Los productos de PCR, una vez eluidos como se describe en el apartado 2.11.1.6, 
se clonaron utilizando el vector de elevado número de copias pGEM-T Easy (Promega). 
La ligación se llevo a cabo en un volumen final de 10 µl, durante toda la noche (12-16 
horas) a 4 ºC. 
Para transformar Escherichia coli DH5α y SURE se empleó el método de 
electroporación. Las bacterias transformadas se seleccionaron mediante resistencia a 
antibióticos, en nuestro caso con ampicilina (100 µg/ml).  
Asimismo la selección de los plásmidos que han integrado el inserto de interés, se 
realizo mediante el sustrato X-galactosa, cromóforo que al precipitar da un color azulado, 
indicando generalmente la ausencia de inserto. Las bacterias fueron crecidas en placa 
usando medio LB-ampicilina con 1,5% de agar, a 37 ºC de temperatura. Seleccionadas 
las colonias con el inserto de interés, se aislaron y se amplificaron por PCR (apartado 
2.19.). 
Posteriormente, se procedió a purificar y secuenciar los plásmidos anteriormente 
seleccionados en ambas orientaciones. Las secuencias se confirmaron aislando dos 
clones de cada producto de amplificación. 
 
2.11. Transformación bacteriana por electroporación 
2.11.1. Preparación de bacterias 
En los experimentos de transformación se han empleado las cepas de E. coli 
DH5α y SURE. Para obtener bacterias electrocompetentes, primeramente se creció a 37 
ºC un preinoculo de E. coli DH5α o SURE en 50 ml de medio LB (sin NaCl), con 
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kanamicina (50 µg/ml) para E. coli SURE, entre 14-16 horas con agitación orbital. Se 
cogió un inoculo y se incubo a 28 ºC en LB (DH5α) y LB-Kanamicina (SURE) con 
agitación (190-200 rpm), hasta alcanzar una DO600  entre 0,4 y 0,5. El cultivo se mantuvo 
en hielo de 15 a 30 min y se centrifugó a 4.000 g durante 15 min. El precipitado obtenido 
se resuspendió en 200 ml de glicerol 10% estéril frío y se volvió a centrifugar a 4.000 g, 
durante 15 min. Este paso se repitió, con volúmenes decrecientes de glicerol (100 ml, 20 
ml y 2 ml) para resuspender las bacterias. Finalmente, se mantuvieron a –80 ºC en 
alícuotas previamente congeladas en nitrógeno líquido. 
 
2.11.2. Electroporación 
Para llevar a cabo la electroporación, se cogió 3 µl de la reacción de ligación y se 
añadió a 200 µl de las células electrocompetentes. La mezcla se añadió a la cubeta de 
electroporación de 0,2 cm y se colocó en el carril al que se le aplicó un voltaje de 2,2 V 
durante 4 ms en un electroporador de BIO-RAD. Una vez transformadas las bacterias se 
cultivaron a 37 ºC en 1 ml de medio LB durante 30 min, para finalmente sembrarlas en 
placas LB-Ampicilina. 
 
2.12. Manipulación enzimática 
La manipulación enzimática del ADN con enzimas de restricción, así como con el 
resto de reacciones enzimáticas llevadas a cabo en el presente trabajo, se hizo según las 
especificaciones del proveedor de las mismas y protocolos establecidos Sambrook et al., 
(1989), según se describe en cada apartado. 
 
2.13. Electroforesis de ADN 
 La electroforesis de ADN genómico se realizó en geles horizontales de agarosa de 
0,5 % en tampón TAE pH 7,8 (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM). Las muestras de ADN 
se fraccionaron en el gel en presencia del tampón de carga (glicerol 50%; EDTA 50 mM 
pH 8,0; azul de bromofenol 0,1% y xylene cyanol 0,1%). Los geles se visualizaron con luz 
UV en un transiluminador (Spectroline Spectronics Coorp., U.S.A), tras una tinción con 
0,5 µg/ml de BrEt (Sambrook et al., 1989).  
 
2.14. Elución de fragmentos de ADN de geles de agarosa 
 Se utilizaron dos sistemas para la elución de fragmentos de ADN de geles de 
agarosa. 
 En el primero de ellos se utilizó el kit de “QIAquick” de Qiagen para eluir bandas 
cortadas a partir del gel de agarosa. 
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 En el segundo caso, la extracción se realizó mediante congelación-
descongelación del gel en presencia de fenol. Para ello, la banda de agarosa con el 
fragmento de interés se cortó, se transfirió a un tubo al que se le añadió un volumen de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) en una proporción de 1 mg/ml y se trituró. El 
homogeneizado se mantuvo a -80 ºC durante 3 min y posteriormente se centrifugó a 
15.000 g, durante 15 min. Se recogió la fase acuosa y se realizó, por dos veces, el mismo 
paso de fenolización. Finalmente el ADN se precipitó con 1/10 del volumen de acetato 
sódico 3 M pH 5,3 y dos volúmenes de etanol a -20 ºC, durante 16 horas. 
 
2.15. Extracción de ADN genómico 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) ISLU16 fue crecida a 28ºC en medio TY hasta 
alcanzar una D.O. de 600 nm. Las bacterias seguidamente se centrifugaron a 4.000 g 
durante 10 min, para separar las células del medio. El precipitado se resuspendió 
suavemente en tampón TE, pH 8,0 (Tris HCl 10 mM y EDTA 1mM). Posteriormente se le 
añadió SDS 10% (0,5 ml) y de proteinasa K (20 mg/ml), y se incubó a 37 ºC durante 1 
hora. Transcurrido el tiempo se le añadió NaCl 5 M (1,8 ml) y solución CTAB 10% en 
NaCl 0,7M (1,5 ml), y nuevamente se incubó a 65ºC durante 20 minutos. Después se 
añadió 1 volumen de cloroformo:isoamil alcohol (24:1) y se centrifugó a 5.000 g durante 
10 min, a temperatura ambiente para separar las fases, en una microcentrífuga 
Eppendorf modelo 5415D. 
La fase acuosa se transfirió a otro tubo junto con un volumen igual de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), y se centrifugó 10 min a 5.000 g. El ADN se 
precipitó con 0,6 volúmenes de isopropanol, se recogió mediante centrifugación y el 
precipitado se lavó con 1 ml de etanol al 70%, y se resuspendió en TE (4 ml). 
La cuantificación del ADN se llevó a cabo en un espectrofotómetro Beckman 
(DU640). Las concentraciones se calcularon tras la determinación del espectro de 
absorción, utilizándose valores de E260,0,1%=21.  
 
2.16. Extracción de ARN 
La extracción de ARN total de nódulos (100-300 mg) se realizó según 
(Goormachtig et al., 1995). 
Los nódulos se homogeneizaron en presencia de N2 líquido hasta obtener un 
polvo fino. A continuación se añadió 0,5 ml del tampón de extracción (Tris HCl 0,2 M pH 
7,5; LiCl-DEPC 0,1 M; EDTA-DEPC 5 mM y SDS 1%) y 0,5 ml de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (24:24:1) y tras su mezcla se centrifugó a 18.000 g durante 5 min a 4 ºC. A la 
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fase acuosa obtenida, se le añadió un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico y se 
centrifugó a 18.000 g durante 5 min. 
El ARN se precipitó con 1 volumen de LiCl 6 M y se mantuvo durante al menos 4 
horas en hielo. Seguidamente se centrifugó a 18.000 g durante 30 min a 4 ºC. Al 
precipitado se le añadió 1 ml de LiCl 3 M para lavarlo y se centrifugó durante 10 min a 
18.000 g . Una vez decantado el precipitado se resuspendió en H2O bidestilada tratada 
con dietilpirocarbonato (DEPC) y se precipitó con 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M, 
pH 4,8 y 2 volúmenes de etanol absoluto de 12-16 horas, a -20 ºC. A continuación se 
centrifugó a 18.000 g durante 30 min a 4 ºC. Y finalmente el precipitado se lavó con 
etanol al 70% a 18.000 g durante 5 min. El ARN precipitado se resuspendió en agua 
bidestilada tratada con DEPC y una vez cuantificado espectrofotometricamente, se 
visualizó en un gel de ARN mediante electroforesis. 
La extracción del ARN bacteriano de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) cepa ISLU16 
se realizó utilizando el Kit “RNeasy” de Quiagen, siguiendo el protocolo de aislamiento de 
ARN total de bacteria recomendado por el fabricante. 
 
2.17. Purificación de ADN plasmídico  
Para la purificación de plásmidos a pequeña escala (1 ml) a partir de cultivos 
bacterianos se utilizó el método de lisis alcalina descrito por Sambrook et al., (1989). 
Para las purificaciones a mayor escala (a partir de 200 ml de medio de cultivo), se 
utilizó el Kit “Plasmid Midi Kit” de Quiagen, siguiendo el protocolo recomendado por el 
fabricante. 
 
2.18. Reacción de amplificación por PCR del ADN genómico 
 La amplificación de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
ha sido realizada en un termociclador (GeneAmp PCR System 2440, Perkin Elmer). 
 Para la obtención de la secuencia de la región codificante, la reacción se realizó 
en un volumen final de 50 µl, siendo las concentraciones finales de los reactivos: 40 mM 
de Tris HCl pH 9,3; 15 mM KOAc; 0,02% Triton X-100; 10 mM de cada uno de los 
nucleótidos (dATP, dCTP, dGTP ,dTTP); 1,1 mM de Mg (OAc)2; 0,2 µM de cada uno de 
los cebadores de la mezcla, cebadores externo e interno del adaptador (AP1 y AP2) y 
cebadores específicos del gen de interés (apartado 1.3.), 6 ng de ADN molde, 5% de 
DMSO y 5 unidades de la polimerasa termoestable procedente de Thermus thermophilus 
“Advantage Genomic Polymerase Mix”de Clontech. 
 El programa de amplificación primaria fue una desnaturalización inicial de 5 
segundos (s) a 99 ºC, seguido de 7 ciclos de desnaturalización de 2 s a 94 ºC, 
acoplamiento y extensión de 3 min a 72 ºC y a continuación 37 ciclos de 
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desnaturalización de 25 s a 94 ºC, acoplamiento y extensión de 3 min a 67 ºC más una 
extensión adicional de 7 min a 67 ºC.  
 El programa de amplificación secundaria consistió en: 5 segundos (s) a 99 ºC, 
seguido de 7 ciclos de desnaturalización de 2 s a 94 ºC, acoplamiento y extensión de 3 
min a 72 ºC y a continuación 20 ciclos de desnaturalización de 25 s a 94 ºC, 
acoplamiento y extensión de 3 min a 67 ºC más una extensión adicional de 7 min a 67 ºC. 
 Las reacciones de amplificación se verificaron cargando 5 µl de la misma en un 
gel de agarosa del 0,8% en tampón TAE conteniendo 0,5% de bromuro de etidio. Como 
marcadores de masa se emplearon los fragmentos del plásmido pUC 18 resultantes de la 
digestión con la enzima de restricción SauIII A. Tras la electroforesis, los fragmentos se 
visualizaron con luz UV. 
 
2.19. Reacción de amplificación por PCR de colonias 
 La amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido 
realizada en un termociclador (GeneAmp PCR System 2440, Perkin Elmer). Para 
chequear las colonias crecidas tras la transformación, la reacción se realizó en un 
volumen final de 20 µl, siendo las concentraciones finales de los reactivos: 25 mM de la 
mezcla de nucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 mM de Mg Cl2, 0,5 µM de los 
cebadores universales en el sentido directo e inverso del bacteriófago M13, 0,2 µg de 
ADN molde, y 0,6 unidades de la polimerasa Taq (Roche). 
El programa de amplificación fue una desnaturalización inicial de 2 min a 94 ºC, seguida 
de 5 ciclos de desnaturalización de 30 s a 94 ºC, acoplamiento de 30 s a 54 ºC y 
extensión de 45 s a 72 ºC y a continuación 20 ciclos de desnaturalización de 30 s a 94 
ºC, acoplamiento de 30 s a 58 ºC y extensión de 45 s a 72 ºC más una extensión 
adicional de 7 min a 72 ºC.  
Las reacciones de amplificación se verificaron cargando 5 µl de la misma en un gel de 
agarosa del 0,8% en tampón TAE conteniendo 0,5% de bromuro de etidio. Como 
marcadores de masa se emplearon los fragmentos del plásmido pUC 18 resultantes de la 
digestión con la enzima de restricción SauIII A. Tras la electroforesis, los fragmentos se 
visualizaron con luz UV. 
 
2.20. Rastreo del ADN genómico 
 Con objeto de determinar la secuencia de la región codificadora del gen, se 
empleó el Kit “Universal Genome Walker” (Clontech), mediante el cual el ADN genómico 
(0,1 µg/µl) de la bacteria se somete a cinco digestiones independientes, con las enzimas 
de corte frecuente que dan extremos romos Dra I, EcoR V, Pvu II, Sca I y Stu I. A 
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continuación se ligan a los extremos de cada ADN digerido, los adaptadores (Genome 
Walker adaptor) suministrados con el Kit.  
 Los adaptadores servirán posteriormente como cebadores (AP1 y AP2) para 
realizar la amplificación de las secuencias de interés, junto con los cebadores específicos 
(n1-n4, apartado 1.4.) de la secuencia genómica que se desea amplificar. Utilizando la 
mezcla de cebadores descritos, y una vez construidas las librerías, se llevaron a cabo 
dos amplificaciones sucesivas. La primera amplificación usó el cebador externo del 
adaptador AP1 y un cebador específico del gen (n1-n4.). La PCR inicial es utilizada para 
una segunda amplificación (PCR “nested”), usando el cebador interno del adaptador AP2 
y el cebador específico del gen. 
 Los productos obtenidos de las reacciones de PCR fueron visualizados mediante 
electroforesis en geles de agarosa 0,8% con BrEt al 0,5%. 
 
2.21. Síntesis de sondas de ARN 
Las sondas de ARN, se sintetizaron mediante transcripción “in vitro”, en presencia 
de digoxigenina (Roche). 
 Para las reacciones de transcripción se ha utilizado como molde el plásmido Pknm 
(fig. 40). Previamente el plásmido ha sido linearizado con la enzima SacII. La 
transcripción ha sido catalizada por la enzima SP6 polimerasa (Roche), siguiendo las 
sugerencias del fabricante. 
La sonda homóloga de ARN se calentó a 95 ºC durante 5 min, antes de ser añadida a 
la solución de hibridación, para conseguir su desnaturalización. 
 
2.22. Análisis Southern blot 
2.22.1. Electroforesis y transferencia 
El ADN genómico (15 µg) obtenido según se describe en el aptdo. 2.15., se digirió, 
en un volumen final de 60 µl, con 75 unidades de las tres enzimas de restricción BamH I, 
EcoR I y Hind III (Amersham Pharmacia Biotech) durante 12-16 horas a 37 ºC. Los ADN 
digeridos se separaron por electroforesis en un gel horizontal de agarosa (1,2%) a un 
voltaje de 1 V/cm durante 12 horas en tampón TAE, utilizando como marcadores de masa 
molecular los productos de digestión del fago λ, digeridos con Hind III y EcoR I. 
Posteriormente el gel se tiñó con bromuro de etidio (0,5 µg/ml) durante 45 min en 
agitación suave, para visualizar la separación de los fragmentos y se lavó en agua 
bidestilada durante una hora para eliminar el BrEt. 
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2.22.2. Hibridación 
 El ADN se transfirió por capilaridad en condiciones alcalinas a la membrana de 
nylon cargada positivamente Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech), según el método 
descrito por Sambrook et al., (1989). Previamente el gel se incubó en una solución de 
ácido clorhídrico 250 mM durante 10 min. Seguidamente se incubó en la solución de 
desnaturalización (NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M) mediante dos lavados de 30 min. A 
continuación se equilibró en dos periodos de 15 min en la solución de neutralización a pH 
9,0 (Tris HCl 0,5 M pH 7,5 y NaCl 3 M). El ADN se transfirió durante toda la noche a 
membrana usando el tampón SSC 20X (SSC, pH 7,0: NaCl 150 mM y citrato sódico 15 
mM). Y finalmente se fijó covalentemente a la membrana por irradiación con luz 
ultravioleta en un “UV crosslinker” de Stratalinker. 
La membrana fue prehibridada e hibridada a 50 ºC en condiciones de hibridación 
muy restrictivas, para impedir hibridaciones con otras secuencias homólogas, siguiendo el 
protocolo descrito por Sambrook et al., (1989). La prehibridación se realizó incubando la 
membrana en una solución de prehibridación (formamida desionizada 50%; SSC 5X 25%; 
solución de bloqueo 20% (Roche); lauroylsarcosina 0,1% y SDS 0,2%) de 30 min a dos 
horas. A continuación la sonda de ARN marcada con digoxigenina, cuya síntesis se 
describe en el apartado 2.21., se incubó con la membrana en la solución de hibridación 
(formamida desionizada 50%; SSC 5X 25%; solución de bloqueo 20% (Roche); 
lauroylsarcosina 0,1% y SDS 0,2%) durante 12-16 horas. 
Una vez finalizada la hibridación, la membrana se lavó: dos veces en SSC 2X, 
SDS 0,1% a temperatura ambiente durante 5 min, en SSC 0,5X, SDS 0,1% a 68 ºC 
durante 15 min. Y un último lavado menos severo en solución de lavado (ácido maleico 
0,1 M pH 7,5, NaCl 0,15 M; Tween-20 0,3%) a 20 ºC de 1-5 min.  
Posteriormente la membrana se incubó, previamente bloqueada con solución de 
bloqueo (DIG Luminescent Detection, Roche) contenida en tampón maleico, con el 
anticuerpo anti-digoxigenina (Roche), diluido 1:10000, durante 30 min a 20 ºC. 
Finalmente, el anticuerpo se lavó 30 min con la solución de lavado y se preparó para el 
revelado equilibrándose con el tampón de detección (Tris HCl 0,1 M pH 9,5 y NaCl 0,1 M). 
La detección de las señales de hibridación por reacción de luminiscencia del 
revelado se realizó mediante el Kit DIG Luminiscent Detection (Roche). Y por exposición 
de las membranas a películas autorradiográficas (Kodak X-OMAT-AR). 
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2.23. Análisis Northern blot 
2.23.1. Electroforesis y transferencia  
 La electroforesis de ARN total se realizó en condiciones desnaturalizantes según 
la técnica descrita por Sambrook et al., (1989). Las muestras de ARN total (5 µg) se 
desnaturalizaron a 55 ºC durante 15 min en presencia de tampón de carga para geles de 
ARN (formamida desionizada 39%; MEN 0,97X; formaldehído 4,1% y BrEt 0,06 µg/ml). El 
ARN se fraccionó en geles de agarosa al 1,5% y formaldehído al 6%, utilizando como 
electrolito el tampón MEN 1X pH 7,0 (MOPS 20 mM; acetato sódico 5 mM y EDTA 1 mM) 
y aplicando una corriente de 7 V/cm durante 2 horas. Junto con las muestras se cargó 
ARN del virus del mosaico del tabaco (CMV) de peso molecular conocido como marcador. 
Una vez comprobada la separación de los fragmentos, el ARN se transfirió por capilaridad 
a membrana de nylon Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech), en tampón SSC 20X, 
según el método descrito Sambrook et al., (1989) y se fijo a la membrana por irradiación 
con luz UV en un “UV crosslinker” de Stratalinker.  
 
2.23.2. Hibridación 
 La prehibridación se llevo a cabo en agitación a 65 ºC durante 1-2 h. en la solución 
de prehibridación. Seguidamente la membrana se incubó con la sonda homóloga de ARN 
marcada con digoxigenina, previamente desnaturalizada a 95 ºC, 5 min, contenida en la 
misma solución de hibridación. La hibridación ARN-ARN se realizó de 12-16 h. a 65 ºC. 
Una vez retirada la sonda de la membrana, se procedió a los lavados, dos primeros de 5 
min en SSC 2X, SDS 0,1% a temperatura ambiente, dos segundos lavados de 15 min a 
65 ºC en SSC 0,1X, SDS 0,1% y un último lavado menos restrictivo en solución de lavado 
de 1-5 min a 20 ºC.  
Posteriormente la membrana se incubó, previamente bloqueada con solución de 
bloqueo (DIG Luminescent Detection, Roche) contenida en tampón maleico, con el 
anticuerpo anti-digoxigenina (Roche), diluido 1:10000, durante 30 min a 20 ºC. Finalmente 
el anticuerpo se lavó 30 min con la solución de lavado y se preparó para el revelado 
equilibrándose con el tampón de detección. 
La detección de las señales de hibridación por reacción de luminiscencia del 
revelado se realizó mediante el Kit DIG Luminiscent Detection (Roche). Y por exposición 
de las membranas a películas autorradiográficas (Kodak X-OMAT-AR). 
 
2.24. Secuenciación de ADN y análisis de las secuencias  
La secuenciación de ADN se ha realizado en un secuenciador ABI PRISM 377 
(Applied Biosystems, Perkin-Elmer), en el servicio de Secuenciación Automática de ADN 
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(SSAD) del Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC. Como cebadores se 
emplearon los oligonucleótidos universales en el sentido directo e inverso del bacteriófago 
M13 y los correspondientes a cada una de las secuencias de los fragmentos de interés. 
Las secuencias determinadas de ADN se analizaron mediante los programas 
informáticos del SDSC (San Diego Supercomputer Center), del NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) y del EBI (European Bioinformatics Institute). 
 La homología entre las secuencias se estableció por comparación con la base de 
datos del Genebank empleando el programa BLAST, asimismo mediante este programa 
se obtuvo la secuencia aminoacídica de la proteína BLpp, a partir de la secuencia 
codificante de su gen  
 
2.25. Predicción del modelo estructural de BLpp 
 El reconocimiento de los dominios de la proteína BLpp esta basado en los 
resultados de la predicción estructural obtenidos mediante los programas 3D-PSSM 
(Kelley et al., 2000) y Libellula (Juan et al., 2003). Asimismo el hipotético dominio 
transmembrana β-barrel correspondiente a la cadena P de porina específica de sacarosa 
(Sucrose-specific porin) fue identificado según la clasificación SCOP, además de la 
identificación de un “posible” sitio de unión a lipoproteínas de membrana de procariotas 
mediante la base de datos PROSITE (http://us.expasy.org/tools/scanprosite) 
 
2.26. Hibridación in situ ultraestructural  
2.26.1. Preparación de los cortes  
 Los experimentos de hibridación in situ se realizaron en cortes ultrafinos de 
nódulos incluidos en LR-White, sobre rejillas de níquel con película de pioloformo en 
dicloroetano (0,4%, p/v), según la técnica descrita por González-Melendi et al., (2002). 
Las secciones se incubaron con una solución de proteinasa K (1µg/ml) en un tampón 
apropiado (EDTA 0,05 M; Tris ClH 0,1 M pH 8,0) durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Previo a su utilización, la solución de proteinasa K se estabilizó a 37 ºC durante 1-2 
horas. Finalmente, las rejillas se lavaron 3 veces durante 10 min en el tampón utilizado 
para diluir la proteinasa K y en agua bidestilada, y se dejaron secar hasta el momento de 
la hibridación. 
 
2.26.2. Hidrólisis alcalina de la sonda 
 La sonda se hidrolizó para optimizar su hibridación, partiendo de 50 µl de ésta, se 
añadieron 30 µl de Na2CO3 0,2 M y 20 µl de NaHCO3 0,2 M, y se incubó a 60 ºC durante 
38 min para producir fragmentos de aproximadamente 200 pares de bases. El tiempo de 
hidrólisis se calculó aplicando la siguiente fórmula: 
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   Li-Lf 
 
donde: 
Li= longitud inicial (
 La reacción
ácido acético glacia
sódico 3M pH 4,8
absoluto durante 12
70% y se resuspen
 
2.26.3. Hibridación
 Los cortes u
una solución de 
digoxigenina, 1µg/µ
50 %, sulfato de de
Una vez producida
durante 5 min y c
durante 1 hora a 
Previamente, el an
1:5000 en BSA al 3
PBS. El revelado d
rejillas con la soluc
con partículas de o
se hicieron tres lav
bidestilada estéril. F
de plomo, como se
 
2.27. Análisis esta
 Los datos o
un análisis de va
tratamientos fueron
(LSD, P≤0,05). Los
comparadas en dife
 
 
 Tiempo (min) =
K *Li* Lf 
kb). Lf= longitud final (kb). K= 0,11. 
 se detuvo por adición de 3 µl de acetato sódico 3 M pH 6,0 y 5 µl de 
l. A continuación, la sonda se precipitó con 0,1 volúmenes de acetato 
; 10 µg de ARNt de levadura (Merck) y 2,5 volúmenes de etanol 
 hora a –20 ºC. El sedimento se lavó dos veces con 200 µl de etanol 
dió en 10 µl de agua bidestilada (DEPC). 
  
ltrafinos se incubaron toda la noche a 50 ºC en cámara húmeda con 
hibridación compuesta por: 200 ng/µl de sonda marcada con 
l de ARN no marcado diferente a la sonda, formamida desionizada al 
xtrano al 10%, EDTA 1 mM, NaCl 300 mM y PIPES 10 mM pH 8,0. 
 la reacción de hibridación, las rejillas se lavaron con tampón PBS 
on SSC 0,1X, tres veces durante 5 min. Las rejillas, se incubaron 
temperatura ambiente sobre una solución del anticuerpo primario. 
ticuerpo obtenido en ratón frente a digoxigenina había sido diluido 
% en PBS. A continuación, se eliminó con tres lavados de 2 min en 
el híbrido ARN/ARN, se llevó a cabo mediante la incubación de las 
ión (1:25 en PBS) del anticuerpo secundario (anti-ratón, conjugados 
ro de 10 nm) durante 45 min a temperatura ambiente. A continuación, 
ados consecutivos con PBS seguidos de otros tres de 2 min con agua 
inalmente, el tejido se secó y se tiñó con acetato de uranilo y citrato 
 ha descrito en el apartado 2.9.3.1. 
dístico de los resultados 
btenidos fueron analizados mediante el programa SPSS 11.5.1., con 
rianza ANOVA de un factor. Las diferencias significativas entre 
 determinadas mediante el test de mínima diferencia significativa 
 valores de las gráficas son la media de 3 réplicas de cada tratamiento 
rentes experimentos. 
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1. Efecto del glifosato sobre diferentes parámetros fisiológicos en plantas de 
Lupinus albus L. cv. Multolupa 
1.1 Sintomatología y crecimiento de Lupinus albus L. cv. Multolupa 
En el estudio del efecto del glifosato sobre el crecimiento de la planta Lupinus 
albus en simbiosis con Bradyrhizobium sp. (Lupinus) se empleó la cepa ISLU16. 
Las plantas inoculadas fueron tratadas con el herbicida a las 5 semanas de la 
siembra y se crecieron como se describe en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos. Las 
dosis de glifosato utilizadas fueron: 0; 1,25; 2,5; 5 y 10 mM. Estas dosis corresponden a 
la dosis comercial recomendada y sucesivas diluciones a la mitad. Las muestras fueron 
recogidas tras estar expuestas al herbicida durante tiempos cortos: 1, 2 y 3 días y 
tiempos largos: 4, 5, 7 y 12 días. Inmediatamente después de la recogida del material 
vegetal, se analizó el peso fresco y seco de las hojas, raíces y nódulos. 
Los síntomas de la aplicación de glifosato se manifiestan muy rápidamente. A las 
24 horas, tras la aplicación del herbicida, la parte aérea presentaba claros síntomas de 
senescencia precoz y necrosis foliar, mostrándose una flaccidez de los foliolos a partir de 
la dosis 2,5 mM como consecuencia de la pérdida de turgencia en las hojas. Esta 
sintomatología fue haciéndose más patente conforme el tiempo y la dosis eran mayores. 
Tras 12 días de tratamiento con la concentración mínima aplicada 1,25 mM y en 
concentraciones superiores, la parte aérea presentaba síntomas de estrés más 
acusados, observándose amarillamiento foliar y enrollamiento de los bordes en hojas 
jóvenes. Además se podía apreciar una marcada clorosis en hojas de nueva formación 
(fig.9). 
 
  
  
Figura 9: Sintomatología de hojas de plantas de Lupinus albus L. cv. Multolupa inoculada con B. sp. (Lupinus) 
ISLU16, 12 días después de la aplicación del herbicida glifosato (1,25 mM). Hoja joven (izquierda) y hojas 
maduras (centro y derecha). 
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A los 3 días de cultivo, se observó en los distintos experimentos un descenso en 
la absorción de la solución de riego en las plantas tratadas con mayor concentración de 
glifosato con respecto al control. 
En los experimentos en tiempo de exposición cortos (1 día) al herbicida, los 
parámetros físicos: peso fresco de hojas, raíces y nódulos, o no se modificaron o bien 
sufrieron una ligera disminución sin ninguna diferencia significativa. 
Por el contrario en los experimentos con tiempo de exposición mayor, el glifosato 
causó una inhibición en el crecimiento de los nódulos. A los 5 días, como se muestra en 
la gráfica (fig. 10A), el peso fresco nodular disminuye en un porcentaje del 32% y 25% a 
las concentraciones de 5 y 10 mM respectivamente, en relación al control. Asimismo, a 
los 7 días de tratamiento el porcentaje de inhibición permaneció en un 26% a 5 mM y 
28% a la mayor concentración aplicada (10 mM). 
Por tanto, a medida que aumenta el tiempo de exposición, el desarrollo nodular se 
ve afectado especialmente en altas concentraciones 5 mM y 10 mM. Este descenso en el 
peso nodular no es consecuencia de una reducción en el número de nódulos sino un 
efecto sobre el desarrollo a lo largo del tiempo de estudio, siendo este significativamente 
menor a partir de la concentración 5 mM de glifosato.  
En las plantas control el peso seco de la raíz aumenta con el desarrollo de la 
plantas. En las plantas tratadas con el herbicida se observó que este incremento fue 
menor al producido en sus respectivos controles (fig. 10B), presentando diferencias 
significativas en las dosis 5 y 10 mM con una inhibición del 60% y 70% respectivamente, 
al mayor tiempo de estudio en estos experimentos, 7 días. 
El peso fresco de la parte aérea resultó igualmente afectado a altas 
concentraciones. Con 5 días de exposición, como se indica en la gráfica 10C, el 
desarrollo foliar experimentó una bajada del 23% y del 28% a 5 y 10 mM, de igual forma a 
los 7 días se observó una inhibición de hasta el 66% a 10 mM. 
La relación PF/PS (peso fresco/peso seco), a pesar de no ser el parámetro que 
mejor muestra el estado hídrico de la planta, proporciona información del grado de 
alteración del contenido hídrico de los tejidos alterados por el glifosato. Los valores de la 
relación PF/PS en los controles son similares, sin embargo el efecto del herbicida es 
progresivo y significativamente menor a partir de 5 mM desde 5 días (datos no 
mostrados). 
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Figura 10: Parámetros de crecimiento de las plantas de L. albus sometidas a concentraciones crecientes de 
glifosato durante 3, 5 y 7 días. A) Peso fresco de nódulos (g). B) Peso seco en raíz (g). C) Peso fresco en 
hojas (g). Los valores son la media de 6 plantas de cada concentración. Las barras indican el error estándar. 
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1.2. Efecto del glifosato sobre la actividad fijadora de nitrógeno 
En la figura 11 se muestra la actividad nitrogenasa de Lupinus albus. Los valores 
de las gráficas son la media de 6 réplicas de cada tratamiento comparadas en diferentes 
experimentos. Con 1 día de exposición, aunque los parámetros físicos no mostraron 
diferencias significativas con respecto al control, sin embargo, el análisis de la actividad 
nitrogenasa (µmol etileno planta-1) y de la actividad nitrogenasa (Nasa) específica (µmol 
etileno g-1 nódulo) mostraban una bajada drástica de la actividad del 33% en ambos 
casos, con sólo concentraciones de 1,25 mM presentando diferencias significativas a 
partir de esta concentración (fig. 11). La actividad Nasa y la actividad Nasa específica se 
redujeron hasta un 49% y 64% respectivamente cuando la concentración fue de 5 mM. 
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Figura 11: Actividad Nitrogenasa en plantas sometidas a distintas concentraciones de glifosato durante 1 día. 
Los valores son la media de 6 plantas de cada concentración. 
 
En la figura 12A y B se expresa la actividad reductora de acetileno (ARA) por 
planta y por g de nódulo, de 3, 5 y 7 días. El tratamiento con el herbicida provocó una 
drástica disminución del ARA de las plantas, como se indicó ya anteriormente. A los 3 
días de tratamiento el descenso fue del 40% con la menor concentración (1,25 mM), una 
disminución del 87% con 2,5 y 5 mM hasta casi una inhibición total (97%) con la dosis 10 
mM. 
De la misma forma, la actividad Nasa y la actividad Nasa específica en 5 y 7 días 
bajan hasta un 84% y 91% en concentraciones de 5 mM, y acaban inhibiéndose 
totalmente en las dosis más altas (10 mM), desde los 5 días de exposición. 
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Figura 12: Medida del ARA en plantas tratadas con glifosato a 3, 5 y 7 días de exposición. A) Actividad 
nitrogenasa por planta (µmol etileno planta-1). B) Actividad nitrogenasa específica (µmol etileno g-1 nódulo). 
Los valores son la media de 6 réplicas de cada concentración. Las barras indican el error estándar. 
 
2. Efecto del glifosato sobre el crecimiento de Bradyrhizobium sp (Lupinus) 
El estado óptimo del Bradyrhizobium es decisivo en el establecimiento del sistema 
simbiótico; de aquí que para ahondar en el estudio del efecto sobre la simbiosis, 
analizaremos el crecimiento en vida libre del microsimbionte en presencia de glifosato. 
Se estudió el efecto del glifosato sobre dos cepas: ISLU16 y L750, ambas han 
demostrado en numerosos experimentos ser las más eficaces en cuanto a su capacidad 
fijadora de nitrógeno (datos no publicados).  
Para testar la tolerancia de las cepas ISLU16 y L750 se tuvo en cuenta que en los 
primeros experimentos realizados, en los que las bacterias se cultivaron con las mismas 
concentraciones ensayadas en la planta (1,25; 2,5; 5 y 10 mM), la inhibición del 
crecimiento fue total en todas las concentraciones. A partir de aquí, se ensayaron 
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concentraciones menores en sucesivas diluciones a la mitad desde 250 µM hasta 7,81 
µM (250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 y 7,81 µM). 
El crecimiento de las dos cepas se vio severamente afectado por el glifosato, 
como indican las gráficas, en ambas se muestra una reducción progresiva conforme la 
concentración del herbicida en el medio era mayor, sin embargo, mientras que para la 
cepa ISLU16 la inhibición del crecimiento fue total a partir de la concentración 250 µM 
(fig. 13B), en la cepa L750 el crecimiento se inhibía a una concentración de 125 µM (fig. 
13A). 
Estos resultados indican que existe una pequeña variabilidad entre las cepas de 
Bradyrhizobium en cuanto a la sensibilidad al glifosato, ya que la cepa L750, a pesar de 
tener mayor capacidad de fijación, resultó ser más sensible que la ISLU16 (fig. 13C y D). 
La tolerancia de las distintas cepas al herbicida, se utilizó como criterio para 
inocular plantas de Lupinus que posteriormente se trataron con el herbicida. 
La cepa elegida, ISLU16, por su mayor tolerancia, también se vio afectada en su 
velocidad de crecimiento por el glifosato, como se muestra en la figura 13B. La tasa de 
crecimiento, determinada como unidades formadoras de colonias (UFC), se inhibió 
totalmente desde la concentración 31,25 µM. A partir de aquí, cabe señalar que el 
herbicida afectó en mucho la viabilidad, reduciéndose hasta en un 50% con la menor 
concentración incubada, 7,81 µM de herbicida (fig. 13D). 
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Figura 13: Efecto de concentraciones crecientes de glifosato sobre el crecimiento en vida libre de las cepas 
ISLU16 y L750 de Bradyrhizobium sp (Lupinus). A) Curva de crecimiento de L750. B) Curva de crecimiento 
de ISLU16. C) Tasa de crecimiento de L750: Unidades formadoras de colonias en 10 µl de cultivo. D) Tasa 
de crecimiento de ISLU16. Los datos son la media de 3 medidas. 
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3. Cambios en el metabolismo carbonado del nódulo 
En trabajos anteriores se ha demostrado que los efectos negativos provocados 
por herbicidas son debidos en su mayor parte a una disminución del aporte de 
fotosintetizados al nódulo (Sprout et al., 1992). Además la alteración en la ruta de 
biosíntesis de aminoácidos causada por el glifosato, provoca una movilización de almidón 
y un desvío masivo de esqueletos carbonados a la ruta de ácido shikímico. 
A la vista de estas consideraciones se abordó el estudio del efecto del herbicida 
sobre el metabolismo carbonado que nos permitió elucidar si de entre las posibles causas 
del drástico descenso de la actividad nitrogenasa esta la limitación en el aporte de 
carbono al bacteroide.  
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Figura 14: Efecto del glifosato sobre el contenido de almidón y sacarosa expresados en mg g-1 PF en nódulos 
de plantas de Lupinus albus inoculadas con la cepa ISLU16. A) Contenido de almidón. B) Contenido de 
sacarosa. Los valores son las medias de 3 muestras. Las barras indican el error estándar. 
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El estudio de los cambios en el contenido de almidón, como fuente de reserva, se 
abordó utilizando en primer lugar técnicas de determinación bioquímica, que 
posteriormente se contrastaron mediante microscopia óptica (apartado 5.1 de 
Resultados), como veremos más adelante. 
El contenido de almidón y sacarosa en el citosol nodular, expresados en mg g-1 PF 
en plantas tratadas con glifosato, se representa en la figura 14. La acumulación de 
almidón mostró una tendencia ascendente a lo largo del tiempo, en ausencia de 
herbicida, hasta 5 días de tratamiento. En las plantas tratadas, la acumulación del 
contenido de almidón experimentó una caída a medida que la concentración del herbicida 
aumentaba. 
El glifosato produce un descenso del contenido de almidón del 40% con una 
concentración de 5 mM y del 61% a 10 mM, siendo ambas caídas significativas. Este 
patrón descendente al aumentar la dosis del tratamiento, fue similar al aumento de la 
exposición en el tiempo al herbicida, manteniéndose la significación a partir de 5 mM, a 
pesar de que el porcentaje de inhibición aumentó un 69% en 5 mM y un 75% en 10 mM a 
los 7 días.  
El contenido de sacarosa (fig. 14B), presentó una clara tendencia a incrementar a 
lo largo del tiempo en presencia de glifosato. A los 3 días aumentó en un 29% con la 
mayor concentración de herbicida aplicado. A los 5 y 7 días el incremento fue significativo 
a partir de 2,5 mM en un 12% y 40% respectivamente. 
Por otra parte, se ha visto que la sacarosa sintasa (E.C.2.4.1.13), controla el flujo 
de carbono y energía del bacteroide, siendo particularmente sensible al estrés (González 
et al., 1995), además de estar involucrada en la síntesis de almidón (Zrenner et al., 1995). 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, se abordo el estudio sobre el efecto 
de la actividad sacarosa sintasa en nódulos sometidos a estrés con glifosato a diferentes 
tiempos. 
Los datos que reflejan la actividad sacarosa sintasa indican que el factor tiempo 
es determinante en el efecto del herbicida. La caída de la actividad enzimática en el 
tiempo es significativa a partir de 5 días a la concentración de 10 mM (25%). 
El comportamiento de la sacarosa sintasa, si bien a los 3 días no se vió afectado 
por el tratamiento, a los 7 días el efecto del glifosato provocó una inhibición de la enzima 
del 53% a una concentración de 5 mM y del 65% a 10 mM, y es estadísticamente 
significativo a partir de 1,25 mM con una bajada del 21% con respecto al control (fig. 15). 
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Figura 15: Actividad sacarosa sintasa (SS) en nódulos de plantas de Lupinus albus inoculadas con la cepa 
ISLU16 y tratadas con cuatro concentraciones de glifosato aplicado a las 5 semanas después de la siembra. 
Los datos son la media de 3 valores. Las barras indican el error estándar. 
 
4. Actividades enzimáticas del nódulo PEPc, MDH y AST 
El estudio del efecto del glifosato sobre la actividad enzimática de 
fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31, PEPc), malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37, 
MDH) y aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1, AST), del metabolismo del carbono, se 
determinó en el citosol de nódulos como se describe en el apartado 2.7. de Materiales y 
Métodos. 
El comportamiento de las actividades enzimáticas del citosol nodular bajo 
condiciones de ausencia y presencia de glifosato se muestra en la figura 16, en las que 
se manifiestan diferentes resultados dependiendo del tiempo de exposición. 
En respuesta al tratamiento con glifosato, la actividad enzimática del citosol (MDH, 
PEPc y AST) se redujo significativamente a partir de concentraciones de 2,5 mM, en 
exposiciones largas de tiempo al herbicida. En este experimento los valores de actividad 
MDH fueron entre 10 a 12 veces superiores a los de la actividad PEPc y entre 5 a 7 
veces a los de la actividad AST (fig. 16). 
La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa muestra mayor sensibilidad al estrés 
con glifosato, ya que su actividad disminuye en un 80% con respecto al control, con la 
máxima dosis 10 mM, durante 7 días de exposición (fig. 16A). 
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Figura 16: Actividades enzimáticas en el citosol nodular de plantas de Lupinus albus tratadas con glifosato. A) 
Fosfoenolpiruvato carboxilasa. B) Malato deshidrogenasa. C) Aspartato aminotransferasa. Los datos son la 
media de 3 medidas. Las barras indican el error estándar. 
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Mientras que las actividades MDH y AST en tratamientos de 5 días, se reducen en 
un 35% y 44% respectivamente, con respecto al control (fig. 16B y C), sin embargo, el 
glifosato no provoca la misma respuesta frente a la actividad enzimática, a tiempos cortos 
de exposición (1 día). 
El glifosato, a las 24 horas de su aplicación, causó un ligero incremento del 18% 
en la actividad aspartato aminotransferasa, así como un aumento del 60% en los valores 
de la actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa, si bien en los resultados anteriores a 
tiempos de exposición mayores, la alteración del metabolismo celular global condujo a la 
disminución de las actividades enzimáticas. 
 
5. Estudio de las alteraciones estructurales por glifosato en nódulos y hojas de 
Lupinus albus 
5.1. Efecto sobre la estructura nodular  
El estudio comparativo de la estructura nodular en las diferentes concentraciones 
de glifosato se ha observado mediante tinciones con PAS (Ácido periódico-base de Shiff) 
y con Toluidina. 
En la microfotografía del nódulo de Lupinus albus se observan dos regiones 
claramente diferenciadas: la corteza nodular en la que se distinguen tres zonas y la 
región central infectada (fig. 17A; de Lorenzo, 1992). La corteza externa (zona 1) esta 
constituida por varias capas celulares; debajo se encuentra la corteza media ó 
parénquima nodular (zona 2) que consta de dos o tres capas de células de mayor tamaño 
con paredes celulares engrosadas alrededor de los espacios intercelulares. Los espacios 
intercelulares de las zonas 1 y 2 son grandes. A continuación se encuentra la corteza 
interna o zona 3 que consta de dos capas de células de menor tamaño, muy 
empaquetadas y con espacios intercelulares pequeños. La zona 2 y la zona 3 forman la 
barrera de resistencia a la difusión de oxígeno (de Lorenzo, 1992). Finalmente, en la 
región central está la zona infectada, constituida exclusivamente por células infectadas 
repletas de simbiosomas (fig. 17B). 
La aplicación de glifosato produce alteraciones en los componentes del nódulo. 
Con la tinción de PAS (fig. 18) se observa disminución del contenido de almidón tanto en 
la corteza como en la zona infectada. En el nódulo control se muestra la localización de 
los amiloplastos distribuidos alrededor de los espacios intercelulares y de las paredes 
celulares de las células infectadas. Cabe destacar la disposición periférica del almidón en 
la capa de células infectadas en contacto con la corteza (interfase zona infectada-corteza, 
fig. 18A). En la corteza se encuentran agrupaciones amiloplásticas distribuidas por el 
citoplasma celular. No existen grandes diferencias en la cantidad de almidón incluso a la 
máxima concentración de glifosato, con un día de aplicación. A mayor tiempo de 
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exposición del herbicida (5 días) y al aumentar la concentración, los gránulos de almidón 
van disminuyendo progresivamente, siendo a partir de 2,5 mM mayor la disminución 
hasta que con 5 mM, los amiloplastos son apenas visibles en la zona infectada y se 
distribuyen desorganizadamente tanto por la zona infectada como en las células de la 
interfase corteza-zona infectada (fig. 18B, C y D). Estos datos están en correlación con el 
descenso en la acumulación del contenido de almidón determinado bioquímicamente (fig. 
14A). 
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Figura 17: A) Microfotografías ópticas de la sección transversal de nódulo de Lupinus albus cv. Multolupa 
inoculada con la cepa ISLU16. B) Detalle de las células infectadas en cuyo interior se encuentran los 
bacteroides. C: corteza; ZI: zona infectada; N: núcleo; EI: espacio intercelular; 1: corteza externa; 2: corteza 
media (parénquima nodular); 3: corteza interna. 
 
En relación al contenido de la glicoproteína, ésta disminuye conforme aumenta la 
concentración del herbicida, llegando a tener los espacios intercelulares más abiertos a 
altas concentraciones de glifosato (fig. 18), lo que corrobora el descenso cuantitativo 
observado en el análisis Western blot que presentan los anticuerpos MAC 236 y 265 (fig. 
35 y 36). 
En la zona 3 de la corteza se observa un mayor grado de compactación, 
quedando las células perfectamente encajadas (fig. 18D). Después de 5 días de 
tratamiento, al observar la zona infectada teñida con toluidina, se diferencian claramente 
células infectadas sin aparentes alteraciones estructurales, junto con células infectadas 
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que experimentan un progresivo aumento de la vacuolización con respecto al control (fig. 
19A). Este inicial grado de vacuolización (fig. 19B) junto con la destrucción gradual de las 
células infectadas y de su contenido celular bacteroidal (fig. 19C) conllevan a una 
alteración global de la zona infectada nodular cuando están expuestos a la mayor 
concentración 10 mM de glifosato (fig. 19D). 
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Figura 18: Microfotografías ópticas de secciones de nódulos de Lupinus albus inoculadas con la cepa
ISLU16, después de 5 días de tratamiento con glifosato. A) Control. Se observan las dos regiones
diferenciadas: corteza y zona infectada, en cuyo interior se localizan los amiloplastos. En los tratamientos
se visualiza una disminución progresiva de los amiloplastos. B) 1,25 mM. C) 2,5 mM y D) 5 mM. C:
corteza; CE: corteza externa; CM: corteza media; CI: corteza interna; GA: gránulos almidón; HV: haz
vascular; ZI: zona infectada. 
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Figura 19: Microfotografías ópticas de secciones de nódulos de Lupinus albus inoculadas con la cepa
ISLU16, después de 5 días de tratamiento con glifosato. A) Control. B) 2,5 mM. C) 5 mM y D) 10 mM.
C: corteza; ZI: zona infectada. 
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Figura 20: Microfotografías ópticas de la zona infectada nodular de Lupinus albus después de la exposición al 
glifosato durante 5 días. A) Control. Observación con el tratamiento de la progresiva destrucción de los 
simbiosomas y posteriormente de las células infectadas. B) 2,5 mM. C) 5 mM y D) 10 mM. EI: espacio 
intercelular; N: núcleo; ZI: zona infectada.  
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En la microfotografía 20A se observa en detalle el aspecto de varias células 
infectadas, repletas de simbiosomas en un nódulo control. Con el tratamiento, algunos 
simbiosomas comienzan a mostrar síntomas de senescencia (fig. 20B). Asimismo, 
conforme aumenta la concentración de herbicida, aumenta el número de células 
infectadas alteradas estructuralmente (fig. 20C), presentando finalmente destruido su 
contenido celular (fig. 20D), pero manteniendo la pared celular.  
 
5.2. Efectos del glifosato en la ultraestructura del aparato fotosintético 
El estudio ultraestructural de las células del mesófilo de la hoja de Lupinus albus 
mediante microscopía electrónica de transmisión (MET), se muestra en las figuras 21, 22 
y 23. 
Los cambios ultraestructurales producidos en las plantas tratadas con respecto al 
control, dependen de la concentración del herbicida y del tiempo de aplicación. En las 
células de mesófilo sin tratar (fig. 21A), se observan los cloroplastos situados junto a la 
pared celular, alrededor de una gran vacuola, presentando una estructura tilacoidal bien 
organizada, con grana en apilamiento perfecto y lamelas estromáticas, manteniendo el 
alineamiento paralelo con el eje principal del cloroplasto. Asimismo, se observa la 
presencia de grandes gránulos de almidón y abundancia de ribosomas. 
Después de 5 días del tratamiento, desde la concentración de herbicida más baja 
1,25 mM (fig. 21B, C y D), a la más alta aplicada 10 mM (fig. 23), las células del mesófilo 
presentan dos tipos de cloroplastos bien diferenciados, en unos observamos la estructura 
tilacoidal bien organizada y sin signos aparentes de degradación. Sin embargo, el 
segundo tipo de cloroplasto presenta la estructura tilacoidal y el orgánulo en general 
alterado. Este efecto se produce gradualmente, haciéndose más evidente a altas dosis, si 
bien se mostraban signos de senescencia precoz desde concentraciones intermedias. 
A una concentración de 1,25 mM, las variaciones en la estructura son escasas 
(fig. 21C), si bien se observa en algunos casos la estructura tilacoidal afectada. Se 
produce el deterioro de los grana, lo cual afecta a los tilacoides que no pueden ser 
claramente identificados. Los grana aparecen densos a los electrones, como una masa 
compacta, aunque sin perder la alineación paralela (fig. 21D). A partir de 2,5 mM 
comienzan a observarse alteraciones en la ultraestructura paralela del grana e intergrana, 
con pérdida del alineamiento paralelo con el eje principal del cloroplasto con un 
incremento en el número de grana y disminución de los intergrana. Es característico de 
los cloroplastos alterados, la existencia del estroma muy denso a los electrones (fig. 21E) 
y generalmente alteraciones en el tonoplasto y en la membrana cloroplástica (fig. 21F). 
 102
  Resultados 
  
En las figuras 21E, F y 22 se observa un aumento progresivo de las alteraciones 
estructurales. En la concentración 5 mM junto a cloroplastos poco afectados se aprecia 
cloroplastos con los apilamiento de los granas desintegrados, que han pérdido la 
orientación paralela al eje del cloroplasto (fig. 22A). Estos grana adoptan formas 
sinuosas, con una distribución en orientación curva (fig. 22B), además se presentan 
signos indicativos de la pérdida de lípidos de membrana y la presencia de glóbulos 
lipídicos (fig. 22D y F), característicos de tejidos degradados.  
A esta concentración también se observan cloroplastos con un mayor número de 
tilacoides por grana. El incremento se produce tanto en número como en tamaño con 
pocas uniones intergranales (fig. 22E). El estroma se muestra con una elevada densidad 
a los electrones (fig. 22A, C y E). 
La alteración de otros orgánulos, como la mitocondria (fig. 22C), si bien es un 
efecto progresivo, fue también evidente a partir de 1,25 mM (fig. 21B y C). A altas 
concentraciones se observa discontinuidad de la membrana mitocondrial y deformación 
de las crestas (fig. 22F). Sin embargo, otros orgánulos como el aparato de Golgi 
permanece inalterado (fig. 22C). 
En las células del mesófilo tratadas con una concentración de 10 mM, la 
estructura del aparato fotosintético está muy afectada en su mayoría (fig. 23). La 
presencia de vesículas es más frecuente en este tratamiento que en los anteriores. 
Normalmente el sistema lamelar se presenta desintegrado o con escasas lamelas de 
apariencia laxa (fig. 23 B y D). En la figura 22B se observa la ruptura de la membrana 
cloroplastídica. Además los tilacoides aparecían también con distintas orientaciones con 
acumulaciones lamelares de forma arqueada, llegándose a producir ruptura de granas 
(fig. 23D). En algunas células del mesófilo se aprecian cloroplastos con granulos de 
almidón (fig. 23B y C), observándose también la presencia de plastoglóbulos (fig. 23C). 
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Figura 21: Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones de cloroplastos de Lupinus albus 
inoculadas con la cepa ISLU16, 5 días después de la aplicación del  glifosato. A) Control. B), C) y D) 1,25 
mM. E) y F) 2,5 mM. A: almidón; Le: lamela estromática; G: grana; Mc: membrana cloroplástica; M: 
mitocondria; P: plasmalema; Pc: pared celular; T: tonoplasto; V: vacuola. 
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Figura 22: (A-F) Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones de cloroplastos de Lupinus albus, 
inoculados con la cepa ISLU16 y tratados con glifosato (5 mM), 5 días después de la exposición. A: almidón. 
AG: aparato de Golgi. C: citoplasma; Cl: cloroplasto; L: lípidos; Le: lamela estromática; G: grana; M: 
mitocondria; P: plasmalema; Pc: pared celular; Pg: plastoglobulo; Rb: ribosomas; T: tonoplasto; V: vacuola.   
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Figura 23: (A-F) Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones de cloroplastos de Lupinus albus, 
inoculados con la cepa ISLU16, después de 5 días de la aplicación de glifosato (10 mM). A: almidón; Cl: 
cloroplasto; L: lípidos; Le: lamela estromática; G: grana; M: mitocondria; P: plasmalema; Pc: pared celular; 
Pg: plastoglobulo; Rb: ribosomas; RER: retículo endoplasmático rugoso; T: tonoplasto; V: vacuola.   
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5.3. Efectos del glifosato en la ultraestructura del nódulo 
El estudio ultraestructural en el nódulo, se realizó a partir de muestras de 5 días 
después del tratamiento. En la zona de la corteza no se observaron cambios 
significativos, mientras que en la zona infectada las alteraciones observadas mostraban 
claros signos de senescencia precoz con respecto al control (fig. 24). En los nódulos 
control las células infectadas aparecen repletas de simbiosomas con un bacteroide por 
simbiosoma (fig. 24A). 
Los cambios en la ultraestructura, como muestran las microfotografías, suceden 
gradualmente, provocando un efecto degenerativo progresivo conforme aumentaba el 
tratamiento. Con 1,25 mM la única alteración observada fue el oscurecimiento del citosol 
nodular (fig. 24B). A partir de 2,5 mM en la zona infectada aparecen células de estructura 
conservada (fig. 25C), entremezcladas con células conteniendo bacteroides parcial o 
totalmente lisados, con contenido citoplásmico denso a los electrones (fig. 24C-F y 26A y 
C). 
Al mismo tiempo, es posible observar modificaciones en la estructura bacteroidal. 
Las membranas peribacteroidales han sufrido modificaciones. En algunos casos 
aparecen rotas o han desaparecido dejando a los bacteroides en contacto directo con el 
citoplasma nodular (fig. 24C). En otros casos estas membranas sufren deformaciones en 
forma de sinusoide (fig. 24D, flechas). La degradación del bacteroide puede también 
empezar por el citoplasma bacteroidal quedando sólo la membrana bacteroidal y 
peribacteriodal dando lugar a los denominados “ghost” (fig. 24E-F). 
El citosol vegetal se ha llenado de vacuolas, indicando una degeneración o 
destrucción de los bacteroides, produciéndose un citoplasma bacteroidal que se muestra 
con una elevada densidad electrónica, tras la desintegración celular sufrida en 
tratamientos de 5 mM y 10 mM de glifosato (fig. 24E-F). El núcleo presenta una menor 
afectación con la aplicación de 10 mM durante 5 días (fig. 24F). 
Asimismo a 10 mM ocasionalmente en las células infectadas los bacteroides 
parecen mantener su estructura intacta, sin embargo se observa una diferencia con los 
bacteroides controles, que radica en la aparente desaparición de la membrana 
peribacteroidal (fig. 26E-F). 
Este estudio ultraestructural se ha completado con la observación directa de las 
estructuras internas, mediante microscopía electrónica de barrido a baja temperatura, 
fractura por congelación, que ha demostrado una disminución en el tamaño de las células 
infectadas, tras 7 días de tratamiento con la mayor dosis 10 mM, con respecto a células 
infectadas sin tratar (fig. 27B y D). Pero no sólo se ha reducido el tamaño de las células 
en la zona de infección, sino que la forma, muy próxima a un dodecaedro rómbico, se 
alteró perdiendo su estructura (fig. 27A y C). Se ha visualizado, además, una 
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desorganización global del interior de la célula infectada y ruptura del entramado 
bacteroidal, lo que genera un daño a nivel de toda la estructura global. 
 
5.4. Inmunolocalización de leghemoglobina 
 La localización inmunocitoquimica de leghemoglobina, mediante microscopía 
electrónica, se presenta mayoritariamente en el citosol de las células infectadas del 
nódulo de lupino (fig. 25A y B) como había sido descrito por Vivo et al., 1989. El 
inmunomarcaje es específico al no encontrarse localizado en orgánulos subcelulares y 
bacteroides (fig. 25B). 
Con 5 días de tratamiento de glifosato 2,5 mM, se observa una disminución del 
número de partículas de oro lo que indica un descenso en el contenido de 
leghemoglobina (fig. 25C y D); si bien en la mayor aplicación 10 mM las células con 
signos senescentes de la zona infectada mostraban el citosol bacteroidal desintegrado 
(fig. 26A y B), sin embargo en el citoplasma de la célula vegetal, el inmunomarcaje se 
mantuvo (fig. 26C y D). 
La cuantificación del número de partículas de oro, como muestra la tabla 1, nos 
refleja diferencias entre células infectadas tratadas con glifosato que presentan los 
bacteroides con una morfología intacta y células infectadas alteradas estructuralmente en 
el citosol nodular y en los bacteroides (fig. 26A). La bajada en el número de partículas es 
significativa a partir de 2,5 mM. 
 
 
Tratamiento Glifosato (mM) Partículas de oro (1 µm2) 
 
0 (Control) 
 
360 ± 9,27 a 
2,5 células infectadas con bacteroides intactos 158,3 ± 8,69 b 
2,5 células infectadas con bacteroides degenerados 64 ± 10,06 c 
10  células infectadas con bacteroides intactos  95 ± 5,26 c 
10  células infectadas con bacteroides degenerados 56,3 ±.7,56 c 
 
 
Tabla 1: Cuantificación del inmunomarcaje con anti-leghemoglobina en la zona infectada de nódulos de 
lupinos. Los valores son la media de 10 micrografias ± SE, n=3. La letra que sigue a la media indica las 
diferencias significativas por LSD (P≤0,05). 
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Figura 24: Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones transversales nodulares de Lupinus 
albus después de 5 días de exposición al glifosato. A) Control  B) 1,25 mM C) 2,5 mM D) 5 mM E) 10 mM F) 
10 mM. B: bacteroides; C: citosol; EPB: espacio peribacteroidal; MB: membrana bacteroidal; MPB: membrana 
peribacteroidal; N: Núcleo; n: nucleolo; Pc: pared celular; PF: polifosfato; S: simbiosoma; SD: simbiosoma 
degenerado. 
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Figura 25: Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones transversales nodulares de Lupinus 
albus. A) y B) Inmunolocalización de la leghemoglobina en el citosol de las células infectadas control. C) y D) 
Inmunomarcaje en las células infectadas tratadas con 2,5 mM de glifosato, después de 5 días de exposición. 
B: bacteroides; C: citosol; EPB: espacio peribacteroidal; MB: membrana bacteroidal; MPB: membrana 
peribacteroidal; PF: polifosfato; S: simbiosoma; SD: simbiosoma degenerado. 
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Figura 26: Microfotografías electrónicas de transmisión de secciones transversales nodulares de Lupinus 
albus. (A-D) Inmunolocalización de leghemoglobina  en la zona infectada de nódulos tratados con glifosato 
(10 mM) después de 5 días. E) Inmunolocalización de la leghemoglobina  en el citosol de las células 
infectadas control. F) Inmunomarcaje en las células infectadas tratadas con 10 mM de glifosato, 
observándose la pérdida de la membrana peribacteroidal (flechas). B: bacteroides; C: citosol; EPB: espacio 
peribacteroidal; MB: membrana bacteroidal; Mn: membrana nuclear; MPB: membrana peribacteroidal; N: 
núcleo; n: nucleolo; Pc: pared celular.  
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Figura 27: Fotografías de microscopía electrónica de barrido a baja temperatura de secciones  nodulares de 
Lupinus albus, después de 7 días de tratamiento con glifosato. A) Detalle de una célula infectada control. B) 
Criofractura control de la zona infectada. C) Detalle de las alteraciones estructurales producidas por el 
glifosato (10 mM) en una célula infectada. D) Visualización de la desorganización general de la zona 
infectada. B: bacteroides; CI: célula infectada; N: núcleo; ZI: zona infectada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 112
  Resultados 
  
 
6. Alteraciones en el metabolismo fenólico 
Como consecuencia de la inhibición del enzima EPSPs por glifosato y la 
desregulación causada en la ruta de shikímico, algunos intermediarios como shikimato y 
ácidos hidroxibenzoicos mayoritariamente se acumulan en los tejidos de la planta. Este 
efecto fue diferente según la fuente de nitrógeno de la planta (nitrato o nitrógeno) a 
tiempos de exposición (1, 2 y 3 días). 
Para el experimento de determinación de fenoles en tejidos vegetales, se tomaron 
muestras de hojas (maduras y jóvenes) y nódulos de plantas inoculadas con 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) cepa ISLU16 y plantas tratadas con nitrato.  
Los resultados muestran que el efecto del glifosato sobre el metabolismo fenólico 
es muy rápido, ya que en todos los órganos se detecta acumulación de shikimato desde 
las primeras 24 horas (fig. 28, 29 y 30). 
En hojas controles jóvenes y maduras no existe acumulación de ácido shikímico. 
Sin embargo, en hojas tratadas con glifosato el contenido de ácido shikímico fue 
proporcional a la dosis y duración del tratamiento, existiendo diferencias significativas a 
partir de 1,25 mM, tanto en hojas jóvenes como en hojas maduras (fig. 28A y B). 
Las hojas jóvenes son las que presentan mayor acumulación de fenoles, a pesar 
de que las hojas maduras son las que reciben mayoritariamente el herbicida, esto refleja 
la rápida traslocación del glifosato hacia los sumideros metabólicos. Las plantas tratadas 
con nitrato muestran una acumulación continua de ácido shikímico mayor que las plantas 
inoculadas con la cepa ISLU16. Y no sólo la acumulación es menor con la inoculación 
sino que se relentiza o paraliza a partir del segundo día. Asimismo, la inoculación aportó 
un mayor contenido en proteínas y en clorofila total en hojas, frente al tratamiento con 
nitrato. 
El contenido de protocatéquico, aunque fue del orden de 2 veces mayor que el 
shikímico, siguió el mismo patrón de acumulación continuo en el tiempo y menor en 
plantas inoculadas que sin inocular (fig. 29A), mostrando diferencias significativas a partir 
de 1,25 mM desde 1 día de exposición en hojas jovenes (fig. 29B). 
La acción del herbicida sobre otros ácidos hidroxibenzoicos determinados, ácido 
gálico, ácido gentísico, ácido 4-OH-hidroxibenzoico, ácido siríngico, y ácido vanílico, es 
poco significativa puesto que no existen diferencias en ninguno de los orgánulos, ni 
tratamientos a lo largo del tiempo analizado. 
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Figura 28: Contenido en ácido shikímico (µmol g-1 PS) en hojas de Lupinus albus tratadas con glifosato (1,25; 
2,5 y 5 mM. A) Hoja madura. B) Hoja joven. Los valores son la media de tres medidas. Las barras indican el 
error estándar. 
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Figura 29: Contenido en ácido protocatéquico (µmol g-1 PS) en hojas de Lupinus albus tratadas con glifosato 
(1,25; 2,5 y 5 mM. A) Hoja madura. B) Hoja joven. Los valores son la media de tres medidas. Las barras 
indican el error estándar. 
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Figura 30: Contenido en ácidos fenólicos (µmol g-1 PS) en nódulos de Lupinus albus inoculados con la cepa 
ISLU16 y tratados con glifosato (1,25; 2,5 y 5 mM. A) Contenido en ácido shikímico. B) Contenido en ácido 
protocatéquico. Los valores son la media de tres medidas. Las barras indican el error estándar.  
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En los nódulos el efecto del glifosato fue igualmente rápido aunque la acumulación 
de ácidos fenólicos fuera mucho menor (fig. 30). El ácido shikímico fue del orden de 2-3 
veces menor que en hojas y el protocatéquico del orden de 2-15 veces, esto indicaría una 
menor traslocación del herbicida desde las hojas donde se aplica hasta los sumideros 
consuntivos como el nódulo. Esta acción más retardada del herbicida provoca, al 
contrario que en hojas, una acumulación de shikimato mayor que de PCA (1,5-2 veces). 
La acumulación de shikimato es estadísticamente significativa a partir de 1 día con la 
menor concentración ensayada, 1,25 mM, aumentando a los 3 días con 5 mM, 20 veces 
su valor con respecto al control (fig. 30A), mientras que la acumulación de protocatéquico 
es significativa a partir de 1 día a la concentración de 5 mM, aumentando a los 3 días 
aproximadamente 2 veces su valor (fig. 30B). 
 
7. Diferencias en el contenido y en el patrón de acumulación proteico en plantas de 
Lupinus albus tratadas con glifosato 
El contenido de proteína, se determinó en las muestras de la fracción soluble 
(citosol), de hojas, nódulos y del bacteroide, a los 3, 5 y 7 días de exposición (fig. 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 117
0
5
10
15
20
25
30
35
3 5 7
Tiempo (días)
m
g 
pr
ot
eí
na
 g
-1
 n
ód
ul
o 
P
F
Control 1,25 mM 2,5 mM 5 mM 10 mM
0
10
20
30
40
50
60
70
3 5 7
Tiempo (días)
m
g 
pr
ot
eí
na
 g
-1
 h
oj
a 
PF
B 
A 
Resultados   
C  
0
0,5
1
1,5
2
2,5
0 1,25 2,5 5 10
Glifosato (mM)
m
g 
pr
ot
eí
na
 g
-1
 n
ód
ul
o 
PF
 3 días  5 días  7 días
 
 
Figura 31: Efecto del glifosato sobre el contenido proteico en plantas de Lupinus albus. A) Contenido proteico 
en hojas. B) Contenido proteico del citosol vegetal en nódulos. C) Contenido proteico del citosol bacteroidal.  
 
En el estudio del contenido proteico a tiempos cortos de exposición, 3 días, no se 
observaron cambios con diferencias significativas respecto a los controles, tanto en hojas 
y nódulos como en bacteroides. Sin embargo, a tiempos de exposición largos, se observó 
una reducción del contenido proteico del citosol vegetal y del citosol bacteroidal, 
significativo a partir de concentraciones mayores de 2,5 mM.  
En el citosol vegetal, como se representa en la figura 31, a los 7 días, la 
concentración de proteína experimenta una inhibición del 20% con la concentración de 5 
mM con respecto a los controles, que llega a caer hasta un 50% a la mayor concentración 
aplicada, sin embargo en hojas la tendencia de acumulación proteica es ascendente, a 
partir de 2,5 mM, observándose en este caso diferencias significativas solamente en el 
tratamiento de 10 mM a los 7 días. 
En presencia de glifosato, el citosol bacteroidal se vió más afectado en el 
contenido proteico que el vegetal, observándose una inhibición de aproximadamente el 
38% en 5 mM y de hasta el 76% en 10 mM. 
Los extractos de la planta (hojas, nódulos y bacteroides) tratados con herbicida y 
de la bacteria crecida en medio con glifosato, fueron analizados mediante electroforesis 
desnaturalizante (SDS-PAGE), observándose un patrón de acumulación proteica 
diferente dependiendo de la dosis aplicada, del tiempo de exposición y del órgano de la 
planta. 
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El análisis electroforético de las proteínas solubles de hojas muestra la presencia 
de 2 polipéptidos mayoritarios correspondientes a la subunidad grande (Sg) y pequeña 
(Sp) de la la enzima cloroplástica D-ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (EC 
4.1.1.39. Rubisco). La cuantificación del contenido proteico de la subunidad grande 
mediante Western blot, no experimentó grandes diferencias en el análisis densitométrico 
a los 4 días, únicamente se marco una reducción del 26% en la mayor concentración de 
tratamiento 10 mM (fig. 32). 
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Figura 32: Inmunodetección de la enzima Rubisco a los 4 días de la aplicación del glifosato (mM). A) 
Electroforésis SDS-PAGE de proteínas solubles del citosol en hoja de Lupinus albus. SG: 55 kDa, SP: 13 
kDa. 35 µg de proteína por pocillo. B) Western blot de Rubisco. C) Densitograma.  
 
De la misma forma en el patrón de proteínas del nódulo se detectaron cambios 
ligeros en los niveles proteicos solubles (fig. 33). El descenso solamente se hacia patente 
a mayores dosis y tiempos de exposición, como se muestra en la figura 33, en la 
concentración 10 mM a los 7 días.  
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La técnica de inmunodetección mediante Western blot permitió la identificación y 
cuantificación en el análisis del contenido de proteínas implicadas en la regulación a la 
difusión de oxígeno, las glicoproteínas reconocidas por los anticuerpos monoclonales 
MAC 236, MAC 265 y leghemoglobina. 
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Figura 33: Electroforesis SDS-PAGE de proteínas del citosol nodular, 5 y 7 días después del tratamiento con 
diferentes concentraciones de glifosato (mM). 100 µg de proteína separada en un gel de gradiente del 7% al 
18% de acrilamida. Los números de la derecha indican los marcadores de baja masa molecular en kDa y los 
de la izquierda los marcadores de alta masa molecular. 
 
En el patrón electróforetico de proteínas nodulares citosólicas mediante SDS-
PAGE, a 3 días de la aplicación, no se observaron diferencias en las intensidades de las 
bandas con las distintas dosis de herbicidas, sin embargo a 5 días de tratamiento, se 
aprecia en el componente mayoritario de 14 kDa (la leghemoglobina), una reducción del 
36% y 47% en concentraciones de 5 y 10 mM, respectivamente, con respecto al control. 
Después de 7 días la disminución del contenido de leghemoglobina se duplicó, siendo del 
76% y 99% en concentraciones de 5 y 10 mM (fig. 34), destacando la desaparición de un 
polipéptido de aproximadamente 38 kDa, en concentraciones de 5 y 10 mM de glifosato. 
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En el contenido de glicoproteínas reconocidas por MAC 236 y 265, se 
experimentó una tendencia similar al contenido proteíco del citosol nodular, las 
glicoproteínas disminuyeron más drásticamente después de tratamientos prolongados y 
dosis altas, hasta una cantidad en glicoproteína prácticamente inexistente a 10 mM de 
glifosato durante 7 días desde la aplicación (figura 35 y 36). 
En cuanto a la glicoproteína reconocida por el anticuerpo monoclonal MAC 236, 
tanto en 5 días como en 7 días de actuación del tratamiento, se redujo en un 35% a dosis 
bajas (1,25 y 2,5 mM), hasta prácticamente contenido cero a 10 mM de glifosato (fig. 35). 
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Figura 34: Inmunodetección de Leghemoglobina a los 5 y 7 días después de la aplicación del glifosato (mM). 
Electroforésis SDS-PAGE de proteínas de citosol nodular. 35 µg de proteína por pocillo transferida a 
membrana de nitrocelulosa e inmunodetectada con el anticuerpo policlonal de leghemoglobina de lupino. A) 
Electroforésis. B) Western blot. C) Densitograma.  
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Figura 35: Inmunodetección de glicoproteína reconocida por el anticuerpo monoclonal MAC 236 a los 5 y 7 
días después de la aplicación del glifosato (mM). A) Western blot. B) Densitograma.  
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Figura 36: Inmunodetección de glicoproteína reconocida por el anticuerpo monoclonal MAC 265 a los 5 y 7 
días después de la aplicación del glifosato en concentraciones mM. A) Western blot. B) Densitograma. 
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Por el contrario, la glicoproteína reconocida por el anticuerpo MAC 265 es más 
sensible al efecto del herbicida, siguiendo una línea de descenso progresiva desde una 
reducción del 15% a 1,25 mM, 43% a 2,5 mM hasta prácticamente una inhibición total a 5 
mM (95%) y a 10 mM (98%) con 5 días de actuación del herbicida. El efecto del herbicida 
es más patente después de 7 días de tratamiento, en donde se detecta un descenso del 
62%, sólo con 1,25 mM (fig. 36B). 
En el citosol nodular bacteroidal, la aplicación del herbicida a las mayores 
concentraciones (5 y 10 mM) provocó el descenso de varios polipéptidos, como se 
muestra en la figura 37, si bien la más destacada modificación en el patrón proteico 
bacteroidal fue la inducción de la expresión de dos nuevos polipéptidos de 
aproximadamente 21 y 44 kDa de masa molecular, a partir de 4 días de la aplicación del 
tratamiento. Sin embargo el patrón proteico de la bacteria en vida libre no se modificó a la 
concentración ensayada (31,25 µM), concentración de glifosato en la que no se inhibió su 
crecimiento. Esta expresión ésta en correlación con los niveles de acumulación del ARN 
(fig. 47). 
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Figura 37: Electroforesis SDS-PAGE de proteínas del citosol bacteroidal a los 7 días de la aplicación del 
glifosato (izquierda) y del citosol bacteriano (derecha). 35 µg de proteína por pocillo. Los números de la 
derecha e izquierda indican la masa molecular en kDa. 
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Figura 38: Inmunodetección de la enzima Nitrogenasa a los 4 días de la aplicación del glifosato en 
concentraciones mM. A) Densitograma del componente I de la nitrogenasa. B) Western blot del componente 
I. C) Electroforésis SDS-PAGE de proteínas de citosol bacteroidal. 35 µg de proteína por pocillo. D) Western 
blot del componente II de la nitrogenasa. E) Densitograma del componente II. 
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En la figura 38 se muestra el patrón de los niveles proteicos en bacteroides en 
donde, el contenido del componente I de la enzima nitrogenasa o proteína MoFe y el 
componente II o proteína Fe, presentaron un comportamiento similar no detectándose 
variación cuantitativa hasta dosis altas de 5 y 10 mM durante 4 días de exposición. Del 
densitograma (fig. 38A y E), de ambos componentes, se refleja un mayor efecto del 
herbicida sobre el componente II, al destruirse en un 73% a la dosis 10 mM frente a una 
inhibición del 58% del componente I de la nitrogenasa, a los 4 días, este dato 
corresponde con la medida de la actividad nitrogenasa, si bien la destrucción del enzima 
no se produce hasta los 4 días y con las más altas concentraciones, mientras que a las 
24 horas con la mínima concentración ensayada ya se puso de manifiesto la caída tan 
drástica de la actividad enzimática. 
 
8. Caracterización del polipéptido BLpp bacteroidal de 44 kDa 
 En el estudio del efecto del glifosato sobre el metabolismo proteico de nódulos, 
como se ha indicado anteriormente, la mayor alteración observada consistía en la 
detección de un nuevo polipéptido de 44 kDa (BLpp) en el citosol bacteroidal que no 
había sido detectado en bacteroides procedentes de plantas sin tratar con herbicida 
(apartado 7 de Resultados, fig. 37). Con objeto de identificarlo, conocer su naturaleza y 
establecer su funcionalidad en la respuesta del microsimbionte frente al tratamiento con 
herbicidas, se llevó a cabo, inicialmente la secuenciación de su región N-terminal. 
 
8.1. Análisis de la secuencia aminoacídica de la región N-terminal de BLpp 
 La proteína BLpp fue purificada a partir del extracto de proteínas solubles del 
microsimbionte. Las proteínas solubles fueron separadas por SDS-PAGE y transferidas a 
una membrana de PVDF. Una vez identificada la banda correspondiente a dicha proteína, 
se recortó de la membrana de PVDF y se determinó la secuencia aminoacídica de los 20 
aa de su extremo N en un secuenciador automático de proteínas. El análisis 
computacional de los 20 aminoácidos del extremo N del polipéptido reveló que la 
secuencia es idéntica a dos proteínas de Bradyrhizobium japonicum cepa USDA110, 
descritas como “posibles” porinas (Bjpp, Kaneko et al., 2002), así como a otras proteínas 
descritas en la base de datos BLAST. Dada su similitud con Bjpp se acordó en llamarla 
BLpp (“posible” porina de Bradyrhizobium sp. (Lupinus)). 
 En la figura 39 se muestra el alineamiento múltiple de las secuencias 
aminoacídicas de los extremos N de la proteína BLpp con las correspondientes 
secuencias de mayor homología de otras especies bacterianas, disponibles en las bases 
de datos, obtenido mediante el programa Clustal W 1.82. 
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8.2. Clonación y caracterización de la secuencia nucleotídica del gen blpp 
 Como paso sucesivo, se procedió a la identificación del gen codificador del 
polipéptido, mediante la determinación de la secuencia nucleotídica completa de dicho 
gen.  
 La determinación de la secuencia nucleotídica completa del gen blpp se obtuvo a 
partir de 4 clones solapantes (fig. 40), que habían sido obtenidos por amplificación con 
PCR del ADN bacteriano, mediante la técnica de “Genome Walker” (apartado 2.20 de 
Materiales y Métodos). Por digestión con las enzimas de restricción Dra I, EcoR V, Pvu II, 
Sca I y Stu I del ADN genómico de la bacteria Bradyrhizobium sp. (Lupinus) ISLU16, se 
obtuvieron mezclas de fragmentos del ADN genómico digeridos con dichas enzimas y a 
los que se había ligado un adaptador en cada extremo del fragmento (genotecas). Cada 
genoteca fue amplificada por PCR, utilizándose los oligonucleotidos específicos del 
adaptador, suministrados por el kit (AP1 y AP2) y los específicos del gen blpp 
previamente construidos (1n, 2n, 3n y 4n), hasta la obtención de las bandas 
correspondientes a las regiones del ADN genómico del gen blpp. El primer cebador 
específico, el oligonucleótido 1n, se diseñó a partir de la zona conservada de las 9 
secuencias nucleotídicas deducidas de las aminoacídicas de mayor homología a la región 
N-terminal. 
 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus)                     NH2-YVKICSLYGAGFYYIPGTDT 
*B. japonicum USDA110 (NP_7735528)        100%   NH2-YVKICSLYGAGFYYIPGTDT 
B. japonicum USDA110 (NP_771716)          100%   NH2-YVKICSLYGAGFYYIPGTDT 
Rhodopseudomona palustris (ZP_00012921)    95%   NH2-YVKVCSLYGAGFYYIPGTDT 
B. japonicum USDA110 (NP_771623)           90%   NH2-YVKICTLYGAGFYYIPGSDT 
*Rhodopseudomona palustris (ZP_00010135)   90%   NH2-YVKVCSIYGAGFYYIPGTDT 
*Rhodopseudomona palustris (NP_947761      90%   NH2-YVKVCSIYGAGFYYIPGTDT 
*Mesorhizobium loti (CAD31441)             80%   NH2-YVKICDVYGAGYYYIPGTET 
*Mesorhizobium loti (NP106908)             80%   NH2-YVKICDVYGAGYYYIPGTET 
*Mesorhizobium loti (CAD31593)             75%   NH2-YVKICDVYGAGYFYIPGTET 
 
 
Figura 39: Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de la región NH2 del polipéptido BLpp 
detectado en el patrón proteico de bacteroides de plantas tratadas con glifosato con un grupo de proteínas de 
diferentes especies bacterianas. La numeración en azul indica el porcentaje de identidad con BLpp. El * 
señala las proteínas descritas en los bancos de datos como “posibles porinas”. 
 
 El análisis de la única banda visualizada en la amplificación de la genoteca Stu I, 
reveló que correspondía a un fragmento de 632 pb del gen blpp. Este fragmento 
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posteriormente clonado fue identificado a través del alineamiento con las secuencias de 
mayor homología descritas en la base de datos mediante el programa BLAST. 
 Para completar la secuenciación del gen blpp fue llevada a cabo una nueva 
amplificación utilizando el cebador 2n, diseñado a partir de la secuencia del fragmento de 
632 pb. El resultado de la amplificación fue la visualización de dos bandas a partir de las 
genotecas EcoR V y Pvu II. La secuenciación de estas bandas, posteriormente clonadas 
reveló que la banda de 468 pb de la genoteca Pvu II correspondía a la secuencia que 
codificaba la región N-terminal de BLpp. Análogamente, utilizándose los cebadores 3n y 
4n y como resultado de la amplificación se visualizaron dos bandas de las genotecas 
EcoR V y Stu I de 981 pb y de 969 pb respectivamente, que después de ser clonadas y 
analizadas se comprobó que correspondían a las secuencias que codificarían la región C-
terminal de BLpp. El solapamiento de estas secuencias con las anteriormente analizadas, 
completaron la secuencia nucleotídica de 2.467 pb (fig. 40) 
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Figura 40: Estrategia de clonación del gen que codifica para BLpp. La secuencia codificadora de la proteína 
se representa con una línea magenta y la no codificadora en azul. La posición y sentido de los 
oligonucleótidos 1n, 2n, 3n y 4n utilizados en la clonación se representan con flechas. 
  
 
 El análisis de la región de 2.467 pb, reveló la presencia de un marco de lectura 
abierta, desde el codón de inicio (ATG) hasta el codón de terminación (TAA), que 
codificaría un polipéptido de 506 aminoácidos, con una masa molecular de 52.922 Da y 
un punto isoeléctrico teórico de 7,59. Dicho tamaño se corresponde con el estimado en el 
análisis electroforético (fig. 37). 
 En la figura 41, se muestra la región codificante del gen y no codificante, así como 
la secuencia aminoacídica deducida tras realizar la traducción de su pauta abierta de 
lectura. 
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8.3. Análisis de la secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de blpp 
 El análisis de las secuencias nucleotídicas de mayor homología con el gen blpp 
depositadas en las bases de datos, reveló la existencia de genes homólogos que 
codifican las porinas Omp2a y Omp2b, de diferentes especies del género Brucella (B. 
abortus, B.canis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis y B.suis), así como otros genes 
bacterianos de diferentes especies que comparten con blpp una elevada identidad, como 
Brucella sp. B202R (AF027601) con un 68%, Shinorhizobium meliloti (SME591785) con 
un 64,2%; Mesorhizobium loti (ML0672112) con un 62,3% y Agrobacterium tumefaciens 
(AE009398) con un 63,4%. No obstante las secuencias de mayor homología, 66,8% y 
65,7% de identidad respectivamente con blpp, corresponden a dos genes de 
Bradyrhizobium japonicum cepa USDA 110 (AP005953; AP005960). 
 En la figura 42 se muestra el alineamiento múltiple de BLpp, con las tres proteínas 
de mayor homología. La comparación de la secuencia aminoacídica deducida de BLpp 
muestra que comparte un 62,5% de identidad en sus residuos con una proteína descrita 
como una “posible” porina de Bradyrhizobium japonicum cepa USDA 110 (Bjpp, número 
de acceso: NP 771623), un 60,7% con Bjhp y un 59,7% con Bjpp2.  
La búsqueda en la base de datos nos reveló la existencia de homólogos en otras 
especies bacterianas como en: Rhodopseudomonas palustris (CAE27860) con una 
identidad del 51%, Mesorhizobium loti (Q985C5) con 31%, la porina Omp2b de Brucella 
suis (Q9KH74) y de B. melitensis (Q45312) con un 29%, Rhizobium leguminosarum 
(Q05811) con un 31%, Shinorhizobium meliloti (Q92R60) con un 28,4% y Agrobacterium 
tumefaciens (Q8U6W3) con un 32,5%, porcentajes que nos indican que el análisis de la 
homología de BLpp muestra identidad con secuencias de otras porinas, proteínas con 
“posibles” dominios conservados en diferentes géneros bacterianos.  
 El alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica deducida BLpp con las 
secuencias aminoacídicas de mayor homología muestra la existencia de un dominio de 
porinas altamente conservado de 87 aa. Se encuentra situado a 30 aa de la región N-
terminal. La comparación de la secuencia aminoacídica del “posible” dominio de porinas 
de BLpp indica que comparte un 70% de identidad con Bjpp, un 71% con Bjpp2 y un 68% 
con Bjhp, lo que demostraría una elevada similitud entre las secuencias aminoacídicas de 
este “posible”dominio típico de porinas.  
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1     ctagtcgtaagtggacggcgagggcgcctcgaagtcgttccgtcaatcacctgggtcggg  
62    tggggctaacgccagcggatctttgaagacggcgacgacattcaacttggagggttattc   
      M  K  L  T  R  S  V  L  L  G  S  A  A  M  F  A  A  A  G  A    20 
122   ATGAAACTGACACGAAGCGTTCTGCTTGGTTCCGCGGCAATGTTTGCGGCCGCCGGCGCA   
      Q  A  A  D  L  P  V  K  A  K  A  I  E  Y  V  K  I  C  S  L    40 
182   CAGGCTGCGGATCTTCCCGTGAAGGCGAAGGCGATTGAATATGTAAAGATTTGCTCGCTG   
      Y  G  A  G  F  Y  Y  I  P  G  T  D  T  C  I  K  L  G  G  Y    60 
242   TATGGTGCCGGGTTCTACTACATCCCTGGAACCGACACCTGCATCAAGCTCGGGGGCTAT   
      L  R  A  S  L  G  L  G  T  N  G  I  Y  S  T  P  D  S  G  V    80 
302   TTGCGCGCCTCGCTAGGTCTCGGGACTAACGGTATTTATTCGACTCCAGACAGCGGAGTT   
      G  A  A  R  N  R  L  S  N  Y  Y  T  A  Q  S  R  V  D  L  S   100 
362   GGCGCTGCCCGAAACCGCCTCAGCAACTATTACACTGCTCAATCCCGTGTCGACCTTAGC   
      V  D  T  R  T  A  T  E  Y  G  V  V  R  T  Y  W  E  G  V  N   120 
422   GTCGATACGCGTACGGCGACCGAGTACGGCGTGGTGCGTACTTACTGGGAAGGCGTGAAC  
      T  W  T  T  G  G  Y  T  G  T  G  T  T  A  V  N  G  A  T  S   140 
482   ACCTGGACAACGGGCGGCTACACCGGCACCGGCACAACGGCGGTTAATGGAGCGACTTCC  
      Y  T  T  S  I  A  S  Q  V  S  A  G  S  L  G  V  Y  Y  A  F   160 
542   TATACAACCTCGATCGCCTCTCAGGTTTCTGCCGGTTCGCTTGGGGTCTATTACGCCTTC   
      I  Q  F  A  G  L  T  I  G  K  A  Q  S  Q  F  T  A  P  W  A   180 
602   ATCCAATTTGCCGGGCTGACGATCGGCAAGGCTCAGTCTCAGTTCACTGCACCATGGGCA  
      N  Y  P  A  N  S  F  D  G  L  P  G  G  G  G  W  E  P  V  T   200 
662   AACTATCCGGCGAACAGCTTTGACGGTTTGCCGGGCGGCGGGGGCTGGGAGCCTGTCACC  
      Q  F  T  Y  T  A  D  F  G  Q  G  I  S  A  S  F  S  A  Q  D   220 
722   CAATTCACCTATACGGCCGACTTTGGTCAGGGCATCAGTGCTTCCTTCTCGGCTCAGGAT  
      Q  V  A  N  Y  Q  T  N  I  W  N  V  S  G  A  T  A  A  G  L   240 
782   CAGGTTGCCAATTACCAAACGAACATTTGGAACGTGAGTGGGGCAACCGCTGCAGGCCTG  
      A  T  G  A  Y  G  A  N  D  F  G  G  T  R  A  P  D  L  V  A   260 
842   GCGACCGGGGCCTATGGTGCCAATGACTTCGGCGGCACGCGCGCGCCGGACCTTGTTGCA  
      M  L  R  V  D  Q  A  W  G  L  F  Q  A  S  A  A  A  H  D  N   280 
902   ATGCTTCGTGTCGATCAGGCTTGGGGTCTTTTCCAGGCATCGGCCGCCGCGCATGATAAT  
      H  A  N  Y  Y  G  A  D  G  T  T  G  H  P  G  D  K  W  G  W   300 
962   CATGCCAACTACTATGGCGCCGATGGAACGACCGGCCACCCCGGCGACAAGTGGGGTTGG   
      A  G  Q  L  A  L  S  I  K  N  I  P  T  G  A  G  D  T  I  N   320 
1022  GCGGGTCAACTGGCTCTTTCGATCAAGAACATTCCGACTGGCGCGGGTGACACGATCAAT  
      M  S  G  V  Y  T  N  G  A  S  R  Y  N  F  Q  S  Y  M  S  S   340 
1082  ATGAGCGGCGTGTACACCAATGGCGCAAGCCGCTACAACTTCCAGTCGTATATGTCGAGC   
      T  F  A  M  Y  G  G  T  S  A  P  G  A  Y  Q  S  V  G  L  A   360 
1142  ACCTTCGCGATGTATGGCGGCACAAGCGCACCCGGAGCTTACCAGAGCGTCGGTCTTGCT   
      G  L  S  D  S  V  F  V  T  G  A  G  Q  Q  L  T  T  T  Y  G   380 
1202  GGTCTATCCGACTCGGTGTTCGTTACCGGCGCTGGCCAGCAGTTGACGACTACCTATGGA   
      Y  Q  G  G  Y  T  H  N  W  D  P  H  W  N  S  S  V  Y  G  G   400 
1262  TACCAAGGCGGTTACACCCATAACTGGGATCCCCACTGGAATAGTAGCGTCTATGGCGGC   
      L  G  A  V  R  Y  N  N  T  A  K  G  Y  I  C  G  A  V  V  A   420 
1322  TTGGGTGCCGTGCGATACAACAATACCGCGAAGGGTTATATCTGTGGTGCCGTTGTCGCG   
      S  L  A  L  S  T  G  L  A  G  C  N  P  D  F  N  Y  G  V  V   440 
1382  AGCCTCGCGCTCTCAACCGGTCTCGCCGGCTGTAACCCAGATTTCAATTATGGTGTCGTT   
      G  L  V  T  R  W  T  P  V  K  N  L  S  F  T  A  D  L  A  Y   460 
1442  GGTCTGGTCACGCGCTGGACTCCTGTCAAAAATCTCTCCTTCACGGCCGACCTCGCATAC   
      V  M  L  D  Q  K  Y  A  S  G  S  T  V  A  L  P  L  Q  A  S   480 
1502  GTAATGCTCGACCAGAAGTATGCGAGCGGGAGCACCGTGGCGCTGCCGCTGCAAGCGAGT   
      I  A  K  P  G  T  A  Y  E  L  K  D  Q  N  A  L  T  L  L  L   500 
1562  ATCGCCAAGCCCGGTACCGCGTACGAACTGAAGGATCAAAATGCGCTTACGCTGCTGCTG   
      R  A  Q  R  N  W  *                                          506 
1622  CGTGCGCAGCGCAACTGGtaagttttcaaacgagcggaaggagagataaaggggttcatt   
1682  agatccggcgtttaacctccaagaaggcccccggcatgcccgccgggggcctttgatttg   
1742  gatcgctaagttctcgcgaccggcctgggcattcaagcaagtgatagcatcccataaatg   
1802  tggatatctttgacgacggaagaagcaggggagatgcgagccttaagtcgaacacctccg   
1862  cggatcgccagatcaccatctttggcgaatgatcgagctgcgcggatactcagatcgatg   
1922  cgcgacgtcccgatcgaaactgcgcgcgagcgtctcgatttcgctcaccttagcaatcga   
1982  tgccgagctacgcgtcggccggacggacgccagcgcttgatgttacgcgtgtaacgagac   
2042  caagcgcgcgattagaattgacttgttgtctaacgcctaacgtctcgagcgcttgagagg   
2102  cttggggcttaaacccgccaaattcacgtcccagcgagcgcaccgcgttgaactcgagac   
2162  aatatgctccgcgaaaagcaaagattctgcagcaatagctcgtctgaccgccaacaatag   
2222  cccacattaataccagaatggccttacgcctaatctcctcaggcccggtgaggcttggct   
2282  ccggaggctcagaggaggcggcgttcgacaatggattcggcggaatattttagcttcgac   
2342  ggccttggcctggccgagttgctctatcgtaagcaggtctccccgcttgatttgatgaac   
2402  tgcgcactggaagtcgtcgaacagcgtaatccaggaccagcccgggccgtcgaccacgcg   
2462  tgccct  2467 
 
Figura 41: Secuencia de nucleótidos del gen blpp y la secuencia aminoacídica deducida de BLpp. Los 
números de la izquierda señalan la posición de nucleótido de la secuencia y los de la derecha el número de 
aminoácidos. La secuencia codificante se señala en mayúsculas y la no codificante en minúsculas. Los 
codones de iniciación y terminación de la proteína están señalados en color rojo, así como los aminoácidos 
de la traducción. En color azul se indica la secuencia aminoacídica de la región N-terminal de BLpp. 
 129
Resultados   
BLpp   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- MKLTRSVLLG  10  
Bjpp   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- MKVVKSLLLG  10  
Bjhp   MVRLSPSRSA GVSEGAKRLS GELRDKGTNL RVSSPSGSGT FPIEQTWRFN MKLVKSLLLG  60  
Bjpp2  ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- MKLTKTLFLG  10  
 
BLpp   SAA-MFAAAG AQAADLPVKA KAIEYVKICS LYGAGFYYIP GTDTCIKLGG YLRASLGLGT  69  
Bjpp   TAAGLIAVGG AQAADLPVKA KAVEYVKICT LYGAGFYYIP GSDTCIKLGG YLRAEVALNA  70  
Bjhp   SAAGLIAVGG AQAADLPVKA KAVEYVKICS LYGAGFYYIP GTDTCIKLGG YLRAEVALGT  120 
Bjpp2  SAAGLMAASG AFAADLPVKA KAVEYVKICS LYGAGFYYIP GTDTCIKLGG YLRADANLNT  70  
 
BLpp   NGIYSTPD-- --SGVGAARN RLSNYYTAQS RVDLSVDTRT ATEYGVVRTY WEGVNTWTTG  125 
Bjpp   GGNYSAQYN- --G-VFAANN RLTNYYSMRA REDLNIDTRT ATEYGVVRTY FDAVFTWTTG  126 
Bjhp   NSDFTLNQNV STQGANGARN RLTNYYTMRA REDLNIDTRT ATEYGVVRTF FDGVFSWTTG  180 
Bjpp2  NSDFNPNQ--   GGVAGARN RLMNYYTFRA REDLNIDTRT ATEYGVVRTF FDGVFTWTTG  126 
 
BLpp   GYTGTGTTAV NGATSYTTSI ASQ------- ---------- --------VS AGSLGVYYAF  160 
Bjpp   NYGGTG--SG TGATQYSGTI GLN----AAG TGLTGS-GGG NVNGTDGNLS GGALGVYYAF  179 
Bjhp   NYVGTG--SA TGGTAYSGAL AINTPVGAAA PALFGS-GGG SVNGTDGNTS AGSLGVYYAF  237 
Bjpp2  NYTPTG--SA TGGTQYSGTL GLN----AAG TGLVGSNGSG SVNGTDGNTS AGALGVYYAF  180 
 
BLpp   IQFAGLTIGK AQSQFTAPWA NYPANSFDGL PGG-GGWEPV TQFTYTADFG QGISASFSAQ  219 
Bjpp   IQFAGFTMGK AVSQFDAPWI NYPGNNFDQL VGGSGTTNGV TQFTYTADFG QGVTAAFSAQ  239 
Bjhp   IQFAGFTMGK AVSQFDAPWT NYPGNNFDGL VGGSGTVTGV NQFSYTADFG QGITAAFSAE  297 
Bjpp2  IQFAGFTMGK AVSQFDAPWT NYPGNITDNL VGGSGTVTGV TQFTYTADFG QGITASFSAE  240 
 
BLpp   DQVANYQTNI WNVSGATAAG LATGAYGAND FGGTRAPDLV AMLRVDQAWG LFQASAAAHD  279 
Bjpp   DQTQVFQTNI WNTAGMSTTG VLGGAYGSND LGGTRAPDLV GMVRVDQAWG LFQASVAAHD  299 
Bjhp   DATSYYQAGN VNLTGATAAG IFGGAVGANA IGGSRSPNLV GMVRVDQAWG LFQASVAAHD  357 
Bjpp2  DATQYYQAGN LNMTGATAAG MIGGSYGTNA IGGSRSPNLV GQVRVDQAWG LFQASVAAHD  300 
 
BLpp   NHANYYGADG TTGHPGDKWG WAGQLALSIK NIPTGAGDTI NMSGVYTNGA SRYNFQSYMS  339 
Bjpp   NHVGYYGASE VTGHPEDKWG WAVQLALQIK NIPTGAGDVI NLSGVYTDGA SRYNFQELAA  359 
Bjhp   NHVGYYGPSE VTGHPDDKWG WAVQLALSIK NIPTGAGDVI NVSAVYTDGA TRYNFQNLAG  417 
Bjpp2  NHVGYYGANE TTGHPDDKWG WAVQLALSIK NIPTGAGDTI NIQAVYTDGA TRYNFQNLSG  360 
 
BLpp   STFAMYGGTS APGAYQSVGL AGLSDSVFVT GAGQQLTTTY GYQGGYTHNW DPHWNSSVYG  399 
Bjpp   TSYSMFGSS- -NAAYQSIGF AGVSDAVFGP GGGLELTKTY GFRGAYTHNW SPYWNTALYG  417 
Bjhp   STYVMYGSSG LAGAYGSVAA VTAPDTVFVT GGQQETIKTW GFRGAYTHNW DPYWNTAIYG  477 
Bjpp2  SSYALYGNSG VAGAYGSIGF ANAPDTVFVT GSSQETVKTW GFRGAYTHNW DAAWNTAIYG  420 
 
BLpp   GLGAVRYNNT AKGYICGAVV ASLALS--TG LAGCNPDFNY GVVGLVTRWT PVKNLSFTAD  457 
Bjpp   AWAAVNYSGT AKGLICGSAA FATLTG---- --TCNPDFNI GQVGVITRWT PVKNLTFSAD  471 
Bjhp   AYAQAQFGSG AKTFLCGAG- -GLLTVGQPG LTGCNPDFNI GQVGIITRWT PVKNLTFSAD  535 
Bjpp2  AYAQAQFGTL AKTTLCGAGG AGGVFGGLAG VTSCNPDFAI GQLGLVTRWT PVKNLTFSAD  480 
 
BLpp   LAYVMLDQKY ASGSTVALPL QASIAKPGTA YELKDQNALT LLLRAQRNW  506 
Bjpp   FTYSHLDQKY SG--VITTPA LTGVAKPAAT YELKDQDTYS LLLRAQRNW  518 
Bjhp   LAWTNVDQKY AG--TIAAGL AAVPAKPAAT YEVKDQNSLV LLLRAQRNW  582 
Bjpp2  LSWTHLDQKY SG--TVGVTP NVVTAKPAAT YELKDQDSIA MILRAQRNW  527 
 
 
 
 
Figura 42: Alineamiento múltiple de la secuencia deducida de BLpp, con las tres proteínas de mayor homología 
encontradas en las bases de datos, “posibles” porinas de Bradyrhizobium japonicum cepa USDA110. Los aminoácidos 
idénticos en todas las proteínas están sombreados en negro, los cambios conservativos en gris oscuro y los cambios 
semiconservativos en gris claro. BLpp: posible porina de B. sp. (Lupinus) de 506 aa (AY452712). Bjpp: “hypothetical 
protein” de B. japonicum de 518 aa (NP_ 771623). Bjhp: “hypothetical protein” de B. japonicum de 582 aa (NP_771716). 
Bjpp2: “putative porin” de B. japonicum de 527 aa (NP_773528). 
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El análisis filogenético Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) de diferentes porinas 
seleccionadas a partir del alineamiento múltiple Clustal W 1.82 del dominio conservado 
indicó la existencia de varios agrupamientos (fig. 43).  
La proteína BLpp (AY452712) se agrupó en un nivel superior con las porinas de 
Bradyrhizobium japonicum y Rhodopseudomonas palustris, géneros próximos de 
rizobios, simbiontes facultativos, quedando más alejadas de otros géneros bacterianos 
como los patógenos animales del género Brucella o Bordetella. 
 
 
 
BLpp  (AY452712)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bj  (NP771623) 
Rp  (NP945891) 
Rp  (NP947761) 
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Bh  (AAF27661) 
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At  (AAL42034) 
At  (AAL42033) 
 
 
Figura 43: Análisis filogenético Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) de un dominio conserv
porinas en diferentes géneros bacterianos seleccionados a partir del alineamiento múltiple Clust
Agrobacterium tumefaciens; BB: Brucella sp. B14/94; Bh: Bartonella henselae; Bj: Bradyrhizobiu
Bm: Brucella melitensis; Ml: Mesorhizobium loti; Rl: Rhizobium leguminosarum; Rp: Rhodo
palustris; Sm: Synorhizobium meliloti. El número de acceso se indica a continuación de la proteí
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8.4. Predicción del modelo estructural de BLpp 
 La predicción estructural de los dominios reconocidos en la proteína BLpp, se 
realizó mediante programas informáticos (3D-PSSM y Libellula). En la secuencia, a nivel 
estructural, se han identificado un motivo de asociación a membrana, próximo al extremo 
C y otro característico de la subfamilia de las porinas, situado a 30 aa “upstream” de la 
región N-t (30-117 aa; fig. 44).  
 De entre los motivos frecuentes en la secuencia proteica BLpp, cabe destacarse la 
identificación de un posible sitio de unión a lipoproteínas de membrana de procariotas 
(Prosite, código PS00013), cuya secuencia consenso es {DERK} (6)-[LIVMFWSTAG] (2)-
[LIVMFYSTAGCQ]-[AGS]-C (C es el sitio de unión a lípidos), situado en la región 421-
431, como se muestra en la figura 44. 
 
 
 
BLpp_     MKLTRSVLLGSAAMFAAAGAQAADLPVKAKAIEYVKICSLYGAGFYYIPGTDTCIKLGGYLRASLGL 
 
BLpp_     .....GTN.GIYSTPDSGVGAARNRLSNYYTAQSRVDL....SVDTRTATEYGVVRTYWE.GVNTWT 
 
BLpp_     TGGYTGTGTTA.VNGATSYTTS...IASQVSAG......SLGV.....YYAFIQFAGLTIGKAQSQF 
 
BLpp_     T..APWANYPANSFDGLPGGGGWEPVTQFTYTADFGQGISASFSAQDQVANYQTNIWNVSGATAAGL 
 
BLpp_     ATGAYGANDFGGTRAPDLVAMLRVDQ..AWG.....LFQASAAAH.......DNHANYYGADGTTG. 
 
BLpp_     ........HPGDKWGWAGQLALSIKNIPTGAGDTINMSGVYTNGASRYNFQSYMSSTFAMYGGTSAP 
 
BLpp_     GAYQSVGLAGLSDSVFVTGAGQQLTTTYGYQGGYTHNWDPHWNSSVYGGLGAVRYNNTAKGYICGAV 
 
BLpp_     VASLALSTGLAGCNPDFNYGVVGLVTRWTPVKNLSFTADLAYVMLDQKYASGSTVALPLQASIAKPG 
 
BLpp_     TAYELKDQNALTLLLRAQRNW 
 
 
 
 
 
Figura 44: Posibles dominios funcionales y sitios de modificación post-traduccionales de la proteína BLpp. 
Los sitios de N-glicosidación se señalan con un sombreado en rojo, el sitio de Glicosaminoglucano en rosa, 
los sitios de fosforilación proteína Kinasa C en azul, los sitios de fosforilación caseín Kinasa II en verde claro, 
los sitios de N-miristoilación en violeta y el motivo de unión a membrana (Prokaryotic membrane lipoprotein 
lipid attachment site) en amarillo. La línea superior naranja señala la posición del dominio típico de porinas 
desde el aminoácido 30 al 117. 
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 Además en este análisis de la proteína fueron identificados una serie de posibles 
sitios de modificación post-traduccionales. Los sitios de N-glicosilación específicos en las 
secuencias consenso N-Xaa-S/T se situarían en los residuos aminoacídicos (231-234, 
320-323, 394-398, 407-410, 451-454). Además se identificaron: un sitio de 
glicosaminoglucano (prosite, código PS00002), cuyo patrón consenso es S-G-x-G (siendo 
S el sitio de unión), entre las posiciones 78 a 81, dos sitios de fosforilación de proteína 
Kinasa C (PKC, PS00005), cuyo consenso es [ST]-x-[RK] (siendo la S ó T el sitio de 
fosforilación), en los residuos de la secuencia: 307-309 y 409-411; seis sitios de 
fosforilación de proteína caseín Kinasa II (CKII, código PS00006), con el patrón [ST]-x(2)-
[DE] (siendo la S ó T, el sitio de fosforilación) en los residuos de la secuencia: 74-77, 95-
98, 105-109, 114-117, 217-220, 486-489, y veintitrés sitios de N-miristoilación (Prosite, 
código PS00008), cuya secuencia consenso es G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P} (G 
es el sitio de N-miristoilación), en los residuos: 19-24, 50-55, 66-71, 79-84, 110-115, 125-
130, 155-160, 165-170, 189-194, 209-214, 234-239, 243-248, 269-274, 286-291, 314-
319, 323-328, 352-357, 361-365, 372-377, 399-404, 416-421, 427-432, 470-475. No 
obstante en las modificaciones post-traduccionales no es suficiente con la presencia de la 
secuencia consenso para concluir que un residuo determinado es glicosilación, 
fosforilación o miristoilación debido al hecho de que el dominio de la proteína juega un 
papel importante en la regulación de estos sitios post-traduccionales. 
 La falta de identidad (≤ 30%) significativa con secuencias de otras proteínas de 
estructura tridimensional resuelta experimentalmente, ha impedido llegar a construir con 
fidelidad la aproximación a un modelo en 3 dimensiones de la conformación de la 
proteína, incluyendo a su hipotético dominio transmembrana. 
 No obstante según la clasificación SCOP, aplicada al correspondiente modelo de 
estructura de la secuencia, es interesante la identificación de un hipotético dominio 
transmembrana β-barrel correspondiente a la cadena P de porina específica de sacarosa 
(Sucrose-specific porin, PDB código 1A0T), presente en proteínas de membrana externa 
de enterobacterias y perteneciente a la superfamilia de las porinas.  
 La predicción de este hipotético dominio de estructura secundaria de BLpp, esta 
basada en la asunción de que el dominio de la proteína en principio corresponde a la 
estructura de 1A0T resuelta experimentalmente (Forst et al., 1998). La estructura 
secundaria del dominio sería α-hélice en la iniciación del péptido señal de BLpp y en la 
región anterior al motivo de unión a membrana, no obstante la estructura secundaria 
sería esencialmente lámina-β (fig. 45). 
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BLpp_PS   CCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCEEECCCCEEEEECCEEEEEEEE 
BLpp_Lup  MKLTRSVLLGSAAMFAAAGAQAADLPVKAKAIEYVKICSLYGAGFYYIPGTDTCIKLGGYLRASLGL 
1A0T      ....................................................SGFEFHGYARSGVIM 
1A0T_SS   ....................................................CCEEEEEEEEEEEEE 
 
 
BLpp_PS   .....CCC.CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEE....EEECCCEEEEEEEEEEEE.EECCEE 
BLpp_     .....GTN.GIYSTPDSGVGAARNRLSNYYTAQSRVDL....SVDTRTATEYGVVRTYWE.GVNTWT 
1A0T      NDSGASTKSGAYITPAGETGGAIGRLGNQADTYVEMNLEHKQTLDNGATTRFKVMVADGQTSYNDWT 
1A0T__SS  ECCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEEEEECCCCCCC 
 
 
BLpp_PS   CCCCCCCCEEE.ECCCCCCCCC...CCCCCCCC......CCEE.....EEEEEEECCEEEEEEEEEE 
BLpp_     TGGYTGTGTTA.VNGATSYTTS...IASQVSAG......SLGV.....YYAFIQFAGLTIGKAQSQF 
1A0T      ASTSDLNVRQAFVELGNLPTFAGPFKGSTLWAGKRFDRDNFDIHWIDSDVVFLAGTGGGIYDVKWND 
1A0T__SS  CCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCHHHCCCEEEEEEEECCCCEEEHHHCEEEECCEEEEEEEEEEEECC 
 
 
BLpp_PS   C..CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCEECCC 
BLpp_     T..APWANYPANSFDGLPGGGGWEPVTQFTYTADFGQGISASFSAQDQVANYQTNIWNVSGATAAGL 
1A0T      GLRSNFSLYGRNFGDIDDSSNSVQNYILTMNHFAGPLQMMVSGLRAKDNDERKDS............ 
1A0T__SS  CEEEEEEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEECCCHHHCCCC............ 
 
 
BLpp_PS   CCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEC..CCC.....EEEEEEEEE.......ECCCEECCCCCCCC. 
BLpp_     ATGAYGANDFGGTRAPDLVAMLRVDQ..AWG.....LFQASAAAH.......DNHANYYGADGTTG. 
1A0T      ....NGNLAKGDAANTGVHALLGLHNDSFYGLRDGSSKTALLYGHGLGAEVKGIGSDGALRPGADTW 
1A0T__SS  ....CCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEEEEEHHCCCCCCCCCCCCCCCCEEE 
 
 
BLpp_PS EEEEEEEEEE EEEEEEEE EEEEEEEE EEEE  ........CCCCCCC CCCCCCCC CCCCC CC CCCCCCC 
BLpp_     ........HPGDKWGWAGQLALSIKNIPTGAGDTINMSGVYTNGASRYNFQSYMSSTFAMYGGTSAP 
1A0T      RIASYGTTPLSENWSVAPAMLAQRSKDRYADGDSYQW...ATFNL..RLIQAINQNFALAYEGSYQY 
1A0T__SS  EEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEEEECCCCCCCEEEE...EEEEE..EEEEECCCCEEEEEEEEEEE 
 
 
BLpp_PS   CCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHEEECCCHHHHHHHHH 
BLpp_     GAYQSVGLAGLSDSVFVTGAGQQLTTTYGYQGGYTHNWDPHWNSSVYGGLGAVRYNNTAKGYICGAV 
1A0T      MDLKPEGYNDRQA...VNGSFYKLTFAPTFKVGSIGDFFSRPEIRFYTSW..MDWSKKLNNY..... 
1A0T__SS  EEEECCCHHHCCC...EEEEEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCEEEEEEEE..EEECHHHHHC..... 
 
 
BLpp_PS   HHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCEEEEECCC 
BLpp_     VASLALSTGLAGCNPDFNYGVVGLVTRWTPVKNLSFTADLAYVMLDQKYASGSTVALPLQASIAKPG 
1A0T      ASDDALGSDGFNSGGEWSFGVQ.METWF....................................... 
1A0T__SS  CCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEE.EEEEC..................... 
 
 
BLpp_PS   EEEEEECCCEEEEEEEEEECC 
BLpp_     TAYELKDQNALTLLLRAQRNW 
1A0T      ..................... 
1A0T__SS  ..................... 
 
 
 
Figura 45: Predicción de la estructura secundaria de la proteína BLpp y de 1A0T. Encima de la secuencia se 
indica la estructura en α-hélice (H, una flecha roja), la estructura en lámina-β, (E, un cilindro naranja) y las 
regiones en lazo “loop” (C), en los espacios libres. BLpp_PS: predicción de la estructura secundaria de BLpp. 
BLp: estructura primaria de BLpp. 1A0T: estructura primaria de “chain P Sucrose-specific porin”.1A0T__SS: 
estructura secundaria de “chain P Sucrose-specific porin”. 
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8.5. Análisis genómico por Southern blot  
 La organización en el genoma de B. sp. (Lupinus) cepa ISLU16 se llevó a cabo 
mediante un ensayo de Southern blot genómico. 
El ADN genómico fue digerido con tres enzimas de restricción BamH I, EcoR I y 
Hind III e hibridado con la sonda homóloga blpp (apartado 2.22. de Materiales y 
Métodos), en condiciones de hibridación muy restrictivas, para impedir hibridaciones con 
otras secuencias homólogas. 
 En cada una de las digestiones, como se muestra en la figura 46, se observa una 
única señal de hibridación de igual intensidad, lo que nos indica que la sonda de blpp 
hibridó en todos los casos con un único fragmento del genoma bacteriano. En el DNA 
digerido con la enzima BamH I fue visualizada la señal de hibridación en una banda de 
6.108 pb aproximadamente, con la enzima EcoR I en una banda de 22.740 pb y con Hind 
III en una banda de 21.226 pb. 
 Estos ensayos de hibridación son indicativos de que la proteína BLpp está 
codificada por un único gen en el genoma bacteriano.  
 
8.6. Análisis de la expresión del gen blpp 
 Con objeto de comprobar si la inducción del polipéptido BLpp a altas 
concentraciones de glifosato, 5 y 10 mM, es debido a una inducción transcripcional ó a 
ensayos post transcripcional, se llevó a cabo el análisis de su expresión mediante 
Northern blot. Los ensayos fueron realizados en nódulos de Lupinus albus y en la 
bacteria B. sp. (Lupinus) ISLU16 en vida libre, ambos tratados con glifosato. El ARN total 
del nódulo y el ARN bacteriano de la cepa ISLU16, expuestos a concentraciones 
crecientes de herbicida, fueron transferidos e hibridados con la sonda en condiciones 
muy restrictivas como se describe en el apartado 2.23. de Materiales y Métodos. Las 
diferentes concentraciones de glifosato probadas con el nódulo (1,25, 2,5 y 5 mM) y con 
la bacteria (31,25 y 62,5 µM), fueron escogidas según los resultado de los ensayos de 
sensibilidad realizados con dicho herbicida. 
 En las figuras 47 y 48 se muestran los resultados de los análisis por Northern blot 
de la acumulación del ARN que codifica la proteína BLpp. En el nódulo los niveles de 
acumulación de ARN experimentan un incremento conforme aumenta la concentración 
del herbicida, alcanzando los niveles máximos a 5 mM, lo que indicaría una expresión 
constitutiva basal en el ARN de los nódulos de las plantas control que se incrementa en 
los tratamientos con dosis de herbicida 5 y 10 mM (fig. 47).  
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Figura 46: Análisis Southern blot de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) ISLU16. El ADN genómico fue digerido con 
enzimas de restricción (BamH I, EcoR I y Hind III) y detectado con una sonda homóloga de ARN marcada con 
digoxigenina, derivada del plásmido que contiene 632 pb del gen blpp. A la derecha se indican las masas 
moleculares del marcador λ cortado con EcoR I y Hind III. 
 
 La cuantificación de los niveles relativos de los transcritos en el nódulo reveló que 
existe un aumento de la expresión en 2,5 mM que llega a ser máximo en los tratamientos 
de 5 y 10 mM, indicando una activación transcripcional del gen (fig. 47). Estos resultados 
concuerdan con el incremento en los niveles de proteína detectados en el patrón 
electroforético del citosol bacteroidal (fig. 23). Asimismo revelan diferencias en su patrón 
de expresión de la bacteria en vida libre y en simbiosis. 
 En la bacteria se detectó sólo acumulación del ARN, cuando fue crecida en 
ausencia de glifosato (fig. 48). 
 En ambos casos, el tamaño del RNA correspondiente a la proteína BLpp es 
aproximadamente de 1,5 Kb estimado sobre la movilidad electroforética de CMV y este 
tamaño corresponde con el estimado para el ARN del gen blpp.
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Figura 47: Análisis de la expresión del gen que codifica para BLpp en nódulos de Lupinus albus tratados con 
diferentes concentraciones de glifosato (mM). El ARN total, fue separado mediante electroforesis, transferido 
a membrana de nylon e hibridado con una sonda homóloga marcada con digoxigenina. En el panel inferior se 
muestra la cuantificación del Northern blot, donde se muestran los niveles relativos de los transcritos en cada 
concentración de tratamiento. 
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µM
1,5 Kb
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48: Análisis de la expresión del RNA de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) ISLU16 crecidas en vida libre 
con diferentes concentraciones de glifosato. El ARN (5 µg) fue transferido e hibridado con una sonda de ARN 
homóloga marcada con digoxigenina. En el panel inferior se muestra la visualización del gel con BrEt. 
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8.7. Localización de los transcritos de blpp 
 Para la localización celular de los transcritos de blpp en el bacteroide, secciones 
de nódulos incluidas en LR-White se hibridaron con la sonda marcada con digoxigenina y 
se observaron por microscopia electrónica de transmisión. Las partículas de oro 
hibridadas fueron escasas, localizándose los transcritos en la zona de la pared celular y 
la membrana de la bacteria (fig. 49A). Asimismo se encontró poca señal de hibridación en 
la zona del núcleo y del nucleolo (fig. 49B).  
 
B A  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
n 
N 
b 
Figura 49: Localización in situ de transcritos de blpp en nódulo tratado con glifosato 10 mM después de 5 
días. A) Detalle de una bacteria en la zona infectada nodular. B) Detalle del núcleo y nucleolo de la célula 
infectada. Las puntas de flecha indican la acumulación de transcritos. b: bacteria; N: Núcleo; n: nucleolo. 
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El efecto de diferentes herbicidas, inhibidores del transporte de electrones 
(cianacina, linuron, simazina, etc.) sobre la simbiosis Lupinus albus-Bradyrhizobium, ha 
sido estudiado en nuestro laboratorio, tanto sobre el microsimbionte como en el 
macrosimbionte. El modo de acción de los herbicidas ensayados anteriormente incide 
sobre el aparato fotosintético. Sin embargo, esta es la primera vez que estudiamos la 
simbiosis bajo el efecto de un herbicida, el glifosato, que inhibe la síntesis de 
aminoácidos aromáticos en plantas, bacterias y hongos. Este hecho hace que el glifosato 
cuyo modo de acción es igualmente adverso sobre la planta y sobre el Rhizobium, afecte 
severamente a la simbiosis y al metabolismo nodular como discutiremos más adelante, a 
pesar de ser uno de los herbicidas más recomendados para el control de las malas 
hierbas por su rápida degradación.  
Los nódulos de las leguminosas son órganos optimizados para el funcionamiento 
del simbiosoma, orgánulo especializado en la fijación de nitrógeno, proceso que depende 
del hospedador, del microsimbionte y de las condiciones del medio. En este sentido la 
fijación biológica de nitrógeno es comúnmente descrita como un proceso muy sensible a 
numerosos estreses abióticos, a los que habitualmente se pueden ver expuestas las 
plantas, entre los que se incluyen estrés hídrico (Verdoy et al., 2004), oxidativo 
(Hernández-Jiménez et al., 2002), salino (Fernández-Pascual et al., 1996; Verdoy et al., 
2004), así como variaciones de las presiones de oxígeno (Guasch et al., 2001), presencia 
de metales pesados (Carpena et al., 2003; Pastor et al., 2003), nitrato (de Lorenzo et al., 
1993) y herbicidas (de Felipe et al., 1987 Fernández-Pascual et al., 1988, 1992, 1996, 
Hernández et al., 1999; Royuela et al., 2000). Los resultados son diferentes en cuanto a 
la resistencia o susceptibilidad a estreses abióticos de plantas noduladas o fertilizadas 
con nitrato. En este sentido, estudios con diversas leguminosas noduladas, ponen de 
manifiesto que la planta es más tolerante en simbiosis a ciertos herbicidas que las plantas 
dependientes de nitrato (González et al., 1996; Royuela et al., 1998). Sin embargo, en 
plantas de soja se observa un efecto muy similar frente al herbicida en plantas regadas 
con nitrato que en plantas noduladas (Hernández, 1999). Estas diferencias dependen de 
la capacidad genética de la planta en términos de reducción de nitrato y extensivamente 
dependen de los efectos adversos de los herbicidas, no sólo sobre la fijación de nitrógeno 
sino también sobre el transporte y la reducción del nitrato en cada genotipo en particular. 
 
1. Sintomatología y parámetros de crecimiento 
En nuestro estudio, el efecto del glifosato en la planta se traduce en primer lugar 
en una manifestación de alteraciones en la sintomatología de las hojas. Cabe destacar la 
clorosis en hojas de nueva formación y no en hojas maduras cuando el tiempo de
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tratamiento es de 12 días. El síntoma de clorosis en hojas jóvenes ha sido descrito en 
plantas de soja tratadas con glifosato (Hernández, 1996). Este autor atribuye el efecto del 
glifosato a una inhibición de la síntesis de proteínas implicadas en la biosíntesis de 
clorofilas y no en su biodegradación. La mayor sensibilidad de las hojas jóvenes al 
herbicida puede deberse a que éstas actúan como sumideros energéticos, acumulando 
gran cantidad de glifosato que es translocado junto con los azúcares vía floema (Duke, 
1988). Otro síntoma destacable de estrés por el glifosato en Lupinus albus, es la aparente 
pérdida de turgencia de las hojas. Esta podría ser debida a una inhibición del transporte 
apoplástico o/y simplástico en la hoja, en la que se produciría una contracción del 
contenido celular por pérdida de agua, el citoplasma se separaría de la pared celular 
como en procesos de plasmólisis, con lo que el transporte simplástico celular se 
encontraría alterado, con la consiguiente pérdida del gradiente de presiones existente a lo 
largo de la raíz y hasta la parte aérea. Si bien en nuestros experimentos no hemos 
determinado el estado hídrico de la planta, el parámetro de las hojas nos proporciona 
información indirecta sobre dicho estado. En nuestros resultados la relación PF/PS es 
correlativa con el descenso hídrico, ya que disminuye significativamente, a partir de los 5 
días de tratamiento. Como consecuencia de la pérdida hídrica los estomas se cierran, 
según hemos observado en cortes de hojas por microscopía óptica (datos no mostrados), 
impidiéndose la transpiración. En este sentido algunos autores han constatado un 
descenso en la conductancia estomática en leguminosas (Muñoz-Rueda et al., 1986; 
Shaner y Lyon, 1979) y remolacha (Madsen et al., 1995). En particular, en plantas de 
soja, el glifosato disminuye la tasa de asimilación de CO2 y aumenta la concentración 
interna de CO2 causando el cierre estomático, el cual determina una menor transpiración 
(Hernández, 1996). En nuestros resultados la inhibición del transporte impediría el 
transvase de los productos fotosintéticos a la raíz y al nódulo, y la consiguiente inhibición 
de los procesos celulares en el interior nodular, como la inhibición de la fijación de 
nitrógeno.  
Por otra parte, estas alteraciones acusadas a las 24 horas del tratamiento, ponen 
de manifiesto la rápida translocación del glifosato desde la parte aérea, donde es 
aplicado, hasta los órganos de mayor actividad metabólica, nódulos y hojas de nueva 
formación.  
Los parámetros de crecimiento de la leguminosa en condiciones simbióticas con 
glifosato son afectados a partir de los 5 días, sin mostrar apenas modificaciones 
previamente. Estos datos ponen de manifiesto el grado de resistencia de la planta 
Lupinus albus cuando es sometida a condiciones de estrés ambiental. Esta observación 
ha sido anteriormente apoyada por algunos autores en estudios con plantas noduladas 
de Lupinus albus crecidas bajo condiciones desfavorables (Carpena et al., 2003; de 
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Lorenzo et al., 1993; Fernandez-Pascual et al., 1996; Guasch et al., 2001; Pastor et al., 
2003), demostrando incluso su capacidad para acumular metales pesados en las raíces 
(Carpena et al., 2001; Zornoza et al., 2002) y su potencial fitorremediador en 
agrosistemas degradados (Pastor et al., 2003).  
Sin embargo, el glifosato redujo sensiblemente el peso de hojas, raíces y nódulos 
en concentraciones altas y en tiempos de exposición largos. La disminución en el peso 
nodular sería debida a un efecto sobre el desarrollo de estos nódulos a lo largo del 
estudio y no a una reducción en el número de los mismos, ya que el herbicida se aplica 
en la planta adulta a las 5 semanas de la siembra, por lo que los nódulos ya están 
formados. La disminución del peso seco de nódulos por planta ha sido también 
observada mediante la aplicación de terbutrina en plantas de lentejas (Sandhu et al., 
1991) y en plantas de guisante bajo el efecto de diferentes herbicidas (Singh y Wright, 
1999; Royuela et al., 2000). La inhibición del crecimiento de las estructuras vegetales del 
nódulo y de los propios bacteroides podría ser la causa del menor crecimiento nodular en 
las plantas tratadas. Esta inhibición podría estar causada por la pérdida de regulación de 
la ruta del ácido shikímico, produciendo una limitación de esqueletos carbonados, así 
como la inhibición de la síntesis de proteínas (Jensen, 1985) y la acumulación de 
metabolitos fenólicos potencialmente tóxicos (Lyndon y Duke, 1988; Becerril et al., 1989).  
Estudios previos en nuestro laboratorio en los que ha sido descrita la inhibición del 
crecimiento de leguminosas bajo el efecto de diferentes herbicidas, establecen que los 
efectos adversos producidos por los herbicidas son complejos y controvertidos, 
dependiendo del tipo de herbicida, así como de la especie de la planta y de la dosis de 
tratamiento (de Felipe et al., 1987 Fernández-Pascual et al., 1988, 1992, 1996). 
Asimismo, con la aplicación del herbicida imazetapir, en plantas de guisante, González et 
al., 1996, encontraron inhibido el crecimiento de la planta con concentraciones superiores 
a 1,73 µM. Estos autores achacan la inhibición del crecimiento a efectos adversos del 
herbicida sobre el proceso de infección. Sin embargo, estos efectos adversos sobre la 
iniciación de la nodulación, en mayor medida que sobre el desarrollo nodular, fueron 
atribuidos al efecto sobre la planta, más que a un efecto directo sobre la bacteria. 
Posteriormente, Royuela et al., 2000, observaron que el imazetapir no tiene un gran 
efecto sobre el desarrollo del nódulo de guisante pero sí sobre la iniciación de la 
nodulación y el desarrollo de la planta, ya que a los 28 días con 0,7 mg L-1 se produce un 
descenso del 80% en el peso de las raíces, se reduce el número de nódulos y su 
biomasa, aunque los nódulos son 4 veces más grandes. Estos autores sugieren que la 
reducción del crecimiento de la planta y la consiguiente bajada de la actividad 
nitrogenasa es debida a la falta de carbono en los sumideros metabólicos, como 
consecuencia de la inhibición de la enzima acetolactato sintasa. También se ha atribuido 
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principalmente a los cambios en la captación de oxígeno y a la inducción de procesos de 
fermentación que generan productos finales tóxicos implicados en la limitación de 
carbohidratos (Gaston et al., 2002). Asimismo, han sido descritos efectos adversos con 
los herbicidas carboxina, pendimetalina y trifuralina sobre la nodulación y la fijación de 
nitrógeno en soja (Mallik y Tesfai, 1985; Bollich et al., 1988), así como con clorsulfuron en 
plantas de alfalfa y trébol, relacionando la disminución en el peso de la planta con la 
bajada de la actividad nitrogenasa (Martensson, 1989). Sin embargo Sprout et al., 1992, 
relacionan el efecto del herbicida metribucina sobre los parámetros de crecimiento en 
plantas de lentejas con el tiempo de aplicación y la disminución en el aporte de 
fotosintetizados a la raíz.  
En la mayoría de los estudios descritos existe una correlación entre la disminución 
en los parámetros de crecimiento de la leguminosa y la fijación de nitrógeno, aunque los 
estudios llevados a cabo por Singh y Wright, 1999 y Clark y Mahanty, 1991 no muestran 
afectada la fijación de nitrógeno.  
 
2. Efecto del herbicida sobre la fijación de nitrógeno 
La fijación de nitrógeno se inhibe cuando las plantas de Lupinus albus en 
simbiosis con Bradyrhizobium sp. (Lupinus) se exponen a condiciones ambientales 
adversas, sin embargo, el mecanismo de esta inhibición no se conoce aún con exactitud. 
No obstante, se ha constatado que la respuesta de la planta Lupinus a los herbicidas, 
desde la perspectiva de la fijación de nitrógeno, tiene patrones comunes con el resto de 
estreses abióticos. Además este efecto inhibitorio sobre la actividad nitrogenasa 
provocado por diferentes herbicidas ha sido descrito también en otras leguminosas 
(Mallik y Tesfai, 1985; Cardina et al., 1986; Bollich et al., 1988; Martensson y Nilsson, 
1989; Martensson, 1992; Sprout et al., 1992; González et al., 1996; Singh y Wright, 1999; 
Royuela et al., 2000).  
En nuestros resultados, el efecto del glifosato sobre la actividad nitrogenasa, 
medido por ARA, mostró una bajada drástica de la actividad del 33%, desde la menor 
concentración ensayada (1,25 mM) con tan sólo 1 día de exposición, e incluso alcanzó su 
inhibición total a los 3 días con la concentración 10 mM. Este descenso en la actividad 
fijadora del sistema simbiótico con glifosato, no se corresponde con la bajada del resto de 
los parámetros de crecimiento cuyo efecto no es patente hasta los 5 días de tratamiento. 
Entre las posibles causas que justificarían esta disminución tan espectacular, se 
postularon las siguientes hipótesis: por un lado podría ser debido a que el glifosato 
tuviera un efecto directo sobre la propia enzima nitrogenasa o bien que dicha bajada 
fuera debida a un efecto indirecto sobre el macrosimbionte mediante la reducción en el 
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aporte de fotosintetizados al nódulo, o a una inhibición de los procesos que tienen lugar 
en el citosol celular del nódulo, como trataremos a continuación. 
La primera hipótesis en la que el glifosato afectaría directamente sobre la enzima 
en su destrucción, es descartada considerando los resultados de la inmunodetección de 
la nitrogenasa. En ésta, tanto el componente I o proteína MoFe, como el componente II o 
proteína Fe, no mostraron variaciones con la concentración inferior ensayada 1,25 mM 
incluso a los 4 días de tratamiento. Sin embargo, con esta misma concentración a las 24 
horas ya se había puesto de manifiesto la bajada drástica de la actividad enzimática. La 
destrucción de la nitrogenasa se detectó a partir de 4 días de tratamiento a 
concentraciones altas de glifosato y principalmente sobre el componente II, por lo que la 
inhibición fue causada más por la regulación fisiológica que por la destrucción enzimática, 
poniendo de manifiesto que el sistema nitrogenasa es altamente sensible al herbicida, lo 
suficiente para inhibir su actividad, aunque manteniendo todos los epítopos reconocidos 
por los anticuerpos. 
La falta de relación entre la actividad nitrogenasa y la detección de sus 
componentes enzimáticos ha sido también descrita en bacteroides procedentes de 
nódulos no efectivos de guisante y en nódulos de lupino bajo diferentes presiones de 
oxígeno (Suganuma et al., 1998; Guasch et al., 2001). 
Por otro lado, como hemos visto, estudios previos demostraron que la barrera de 
resistencia a la difusión de oxígeno de la corteza nodular, regula el intercambio gaseoso, 
adaptándose ante situaciones de estrés para la planta (de Lorenzo et al., 1993; 
Fernández-Pascual et al., 1996; Guasch et al., 2001; Carpena et al., 2003; Verdoy et al., 
2004). Ante tales ambientes adversos se reduce la disponibilidad de oxígeno para la 
respiración bacteroidal, la capacidad de generar ATP y con ello la fijación enzimática de 
nitrógeno. Entre los mecanismos que contribuyen a la regulación del funcionamiento de 
dicha barrera se encuentran las glicoproteínas reconocidas por los anticuerpos MAC 236 
y MAC 265, en el cortex nodular. Nuestros resultados sugieren que el glifosato, 
translocado desde las hojas al nódulo, produce la disminución de las glicoproteínas 
reconocidas por los anticuerpos MAC 236 y MAC 265, como hemos observado en la 
inmunodetección mediante Western blot. La oclusión de los espacios intercelulares en la 
zona 2 del cortex nodular causada por la glicoproteína, descrita en diferentes estreses 
(de Lorenzo et al., 1993; Verdoy et al., 2004; Carpena et al., 2003), no se corresponde 
con las alteraciones por el herbicida glifosato, puesto que el glifosato causa la 
disminución del contenido de glicoproteína con respecto al control contrariamente a lo 
observado en otras situaciones adversas. Además el descenso detectado en el Western 
blot mediante los anticuerpos MAC 236 y MAC 265, está en correlación con la apertura 
de los espacios intercelulares observada por microscopía óptica a altas concentraciones 
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en la corteza nodular (zona 2), lo que significa que no hay inhibición de la difusión de 
oxígeno por parte de la barrera, a través de los nódulos hasta después de 5 días bajo la 
concentración de 10 mM. Es interesante destacar que la barrera de resistencia a la 
difusión de oxígeno no se ajusta cuando el nódulo es sometido al herbicida glifosato, 
inversamente a lo que ocurre en tratamientos de la planta con nitrato, oscuridad, sequía, 
inundación y bajas concentraciones de oxígeno. 
 
3. Cambios en la ultraestructura del nódulo y de la hoja en plantas de Lupinus 
albus tratadas con glifosato 
Los efectos del glifosato sobre la ultraestructura nodular dependen de la 
concentración aplicada y del tiempo de exposición al herbicida. A partir de 2,5 mM los 
efectos del glifosato fueron severos en la ultraestructura de la zona infectada del nódulo. 
A los 5 días de aplicación las alteraciones fueron semejantes a las descritas por 
Hernández-Jiménez et al., 2002 en senescencia. Los cambios observados pusieron de 
manifiesto una degradación progresiva en el citosol bacteroidal de elevada densidad a los 
electrones, con la ruptura de la membrana bacteroidal en algunas ocasiones y la 
permanencia de la membrana peribacteroidal del simbiosoma en otros casos. Esta 
degradación del bacteroide por el herbicida, conservando la membrana peribacteroidal ya 
había sido descrita por Hernández-Jiménez et al., 2002 bajo senescencia natural e 
inducida por oscuridad, así como en tratamientos de nitrógeno combinado (de Lorenzo et 
al., 1990) y con la aplicación de otros herbicidas (Fernández-Pascual et al., 1988). 
Aunque no se corresponde con el patrón observado en tratamientos de bajas presiones 
de oxígeno en nódulos de lupino (Guasch, 1998). La degeneración celular observada fue 
función de la concentración del glifosato y del tiempo de aplicación, si bien la coexistencia 
de células infectadas diferencialmente afectadas en su estructura por el herbicida fue 
patente hasta en la mayor concentración aplicada, lo que indica además del efecto 
gradual, un efecto diferencial del glifosato sobre la estructura celular del nódulo. Cuando 
aplicamos la concentración más alta, 10 mM parece haber una gran actividad lítica en los 
simbiosomas con desintegración del contenido celular, a pesar de que junto a estas 
células se presentan otras células infectadas aparentemente intactas. 
La ausencia de la membrana peribacteroidal del simbiosoma, observada en 
ocasiones, puede afectar en mucho la eficiencia y funcionamiento nodular, debido a que 
el transporte de solutos entre el citosol y el bacteroide tiene lugar a través de la 
membrana peribacteroidal y de esta forma la entrada y salida a través de los 
transportadores localizados en la membrana peribacteroidal estaría inhibida. Por 
consiguiente, la pérdida de la membrana peribacteroidal desprotege al bacteroide, su 
función como barrera física entre el bacteroide y la célula infectada ya no existe. La 
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exposición directa del bacteroide al citosol nodular podría provocar una respuesta 
defensiva por parte de la célula hospedadora sobre el microsimbionte. Por otra parte, la 
función en el intercambio de sustancias y señales entre los dos simbiontes también se 
encontrará suspendida, limitando el transporte de carbohidratos aportados por la planta y 
el nitrógeno fijado por el bacteroide en forma de amonio. Además, el nódulo de Lupinus 
en la zona infectada únicamente tiene células infectadas, no tiene células intersticiales 
como ocurre en la soja en donde hay vacuolas que mantienen la turgencia en la célula, 
es por esto por lo que la integridad de las membranas del bacteroide juegan un papel 
muy importante en el mantenimiento de la turgencia de la célula infectada. La ruptura o 
desintegración de la membrana provocaría una alteración de la presión osmótica e 
inhibición del transporte del bacteroide limitando la disponibilidad de solutos a aquellas 
células que mantienen intacta las estructuras de membrana.  
En los nódulos de lupino tratados con simazina las células sufren una reducción 
de su tamaño y alteraciones en la forma (de Felipe et al., 1987). También en nuestros 
resultados a los 7 días hemos observado una disminución en el tamaño de las células 
infectadas, así como una pérdida de la forma y del interior del entramado bacteroidal. 
Otros herbicidas como el Lindex producen un aumento del número de bacteroides con 
gran cantidad de filamentos de ADN y de reservas de polifosfato y poli-β-hidroxibutirato, a 
pesar de que la actividad nitrogenasa desciende (de Felipe et al., 1987). 
Similares alteraciones en las células infectadas del nódulo tratado con glifosato, 
pueden observarse no sólo en procesos de senescencia (Hernández-Jiménez et al., 
2002) o en tratamientos con herbicidas (Fernández-Pascual et al., 1988; de Felipe et al., 
1987), sino también en nódulos sometidos a otros factores abióticos, como puede ser la 
toxicidad por metales mesados (Carpena et al., 2003). 
A pesar de la importancia del glifosato en agricultura como herbicida, no existen 
muchos estudios sobre las alteraciones producidas en la ultraestructura celular, y los 
existentes sólo se centran en el efecto observado sobre los tejidos fotosintéticos. Los 
tejidos celulares no son claramente el sitio inicial de acción del glifosato y cualquier efecto 
ultraestructural observado se aleja espacial y temporalmente del sitio de acción. Sin 
embargo, las alteraciones descritas han evidenciado un efecto indirecto muy drástico 
sobre la ultraestructura nodular. Además, cuando comparamos los cambios 
ultraestructurales debidos al herbicida sobre el aparato fotosintético, los resultados 
observados son muy similares a los descritos en tratamientos con otros herbicidas que sí 
tienen su blanco de acción sobre éste. Por lo tanto el efecto fitotóxico del herbicida 
abarca a la globalidad de los órganos y tejidos celulares aunque son los orgánulos como 
el cloroplasto, por la aplicación directa sobre la superficie foliar y el nódulo, por ser un 
órgano consuntivo, los que posiblemente son más afectados. 
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En nuestros resultados los efectos observados por el glifosato sobre la 
ultraestructura del cloroplasto fueron igualmente drásticos y dependientes de la 
concentración y del tiempo de aplicación, si bien en todas las concentraciones se destacó 
la coexistencia de cloroplastos afectados en su estructura con cloroplastos no afectados. 
Los efectos progresivos descritos se asemejan a los producidos en procesos de 
senescencia precoz. En las células del mesófilo comenzaron por una serie de cambios en 
la ultraestructura del grana e intergrana con pérdida de la orientación paralela al eje del 
cloroplasto. Se sucedieron cambios en los sistemas de membrana, con la deformación e 
incluso la ruptura en el caso del tonoplasto. Éstos son consecuencia de la pérdida de la 
integridad y de la compartimentación celular, con lo que las membranas estarían 
expuestas a los componentes de la vacuola liberados y entre éstos las enzimas 
hidrolíticas (de Felipe et al., 1986). Además se produjo un aumento de la densidad 
electrónica en el estroma por la intensa actividad proteolítica existente. Esta 
característica, junto con un incremento de glóbulos lipídicos y/o plastoglóbulos se 
presenta generalizada en tratamientos con herbicidas como cianazina, simazina e 
isoproturon (de Felipe et al., 1986; 1987, 1988; Fernández-Pascual et al., 1988), 
posiblemente como consecuencia de la pérdida lipídica sufrida por las membranas.  
Finalmente, a la concentración 10 mM el citoplasma se presentó degradado y 
lleno de vesículas, con un sistema lamelar desintegrado y en algunos casos, con la 
presencia de tilacoides con orientaciones curvas. Tratamientos de estrés salino también 
inducen la degradación del citoplasma, así como la vacuolización y destrucción del 
tonoplasma (Mitsuya et al., 2000). Esta degradación del citoplasma la atribuyen a la 
formación de vacuolas con función lítica marcadas por la presencia de proteasas. En la 
activación de las enzimas hidrolíticas participan también proteínas derivadas de las 
vesículas del Golgi acumuladas en la vacuola (Jauh et al., 1999).  
Vaughn y Duke, 1986, en estudios previos en soja con glifosato, observaron una 
diferente organización en el apilamiento de las lamelas estromáticas, con una forma 
espiralada compacta. Esta particular alteración del apilamiento del tilacoide aparece en 
un gran número de estreses abióticos (temperatura, agentes fitotóxicos, alta luminosidad) 
y puede representar a una membrana fotosíntetica en que todos los complejos que 
captan la luz son desfosforilados, una condición que lleva al apilamiento máximo del 
tilacoide (Vaughn y Duke, 1986). En nuestras observaciones, en algunos casos, la 
estructura tilacoidal también presenta un alto grado de compactación con formas 
curvadas, si bien en otros cloroplastos se produce un aumento en número del grana, 
paralelamente al incremento de tilacoides que lo constituyen. Este incremento en las 
estructuras del grana y reducción del intergrana había sido descrito por de Felipe et al., 
1986 en tratamientos con el herbicida isoproturon en Triticum sativum y Lolium rigidum, 
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así como en tratamientos con diferentes fuentes de nitrógeno descritos por Golvano y de 
Felipe, 1986 en Triticum vulgare. 
Estas alteraciones descritas en los cloroplastos, no sólo se producen en 
tratamientos con herbicidas (Fernández-Pascual et al., 1988; de Felipe et al., 1986, 1987, 
1988) sino que también se inducen respuestas similares con otros estreses abióticos, 
como cloruro sódico (Mitsuya et al., 2000), metales pesados (McCarthy et al., 2001) e 
incluso en estreses bióticos (Peréz, 2003). 
 
4. Efecto del glifosato sobre la leghemoglobina  
La leghemoglobina en los nódulos de las leguminosas proporciona a los 
bacteroides una concentración de oxígeno óptima para el mantenimiento de las 
actividades respiratorias y nitrogenasa. La disminución en el contenido de Lb en plantas 
de Lupinus albus tratadas con nitrato se ha relacionado con el descenso de la actividad 
nitrogenasa (Vivo et al., 1989). Este tipo de respuesta ha sido observada también por 
otros autores, con la aplicación del herbicida paraquat en raíces (Marino et al., 2003); 
después de un aporte exógeno de ácido abscísico a las plantas simulando una situación 
de estrés intenso (González et al., 2001) o induciendo estrés hídrico en plantas de 
guisante (Irigoyen et al., 1992). Cambios en los niveles de leghemoglobina han sido 
descritos en otros estreses abióticos, como salinidad (Fernández-Pascual et al., 1996), 
oscuridad (Gorgorcena et al., 1997; Hernández-Jiménez et al., 2002) o nitrato (Escuredo 
et al., 1996; de Lorenzo, 1992), y relacionados en parte con el declive en la fijación de 
nitrógeno. 
En general, existe una relación positiva entre fijación de N2 y el contenido en Lb, 
así ambos parámetros varían en paralelo durante el desarrollo o senescencia del nódulo, 
pero los cambios en la actividad nitrogenasa preceden generalmente a los de la Lb total 
(Guasch et al., 2001; Hernández-Jiménez et al., 2002).  
Nosotros hemos encontrado que el efecto del glifosato sobre el contenido de Lb 
fue posterior a la inhibición de la actividad nitrogenasa. En los tratamientos con glifosato, 
la actividad nitrogenasa se redujo drásticamente a las 24 horas, mientras que el 
descenso en el contenido de Lb tuvo lugar en los nódulos a los 7 días de tratamiento. 
Hasta el momento no existen referencias sobre el efecto de glifosato en el 
contenido de leghemoglobina, si bien Hoagland et al., 1999 en un estudio comparativo, 
en experimentos de campo, entre la soja convencional y la soja resistente al glifosato 
(Roundup-Ready), señalaron a los 7 días, una reducción del contenido de Lb del 10% y 
del 18% con concentraciones de 1,12 kg Ha-1 y 2,24 kg Ha-1 respectivamente, en ambas 
variedades de soja. En nuestros resultados el descenso de la Lb en los nódulos de 
Lupinus albus a los 7 días fue muy superior, del 76% con 5 mM y una bajada total con 10 
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mM (1,12. Kg Ha-1). No obstante, estas diferencias no se explican por una menor 
tolerancia del lupino frente a la soja sino por las diferentes condiciones ambientales y 
experimentales de ambos estudios. 
Estos cambios señalados producidos por el glifosato sobre la Lb en el patrón 
proteico del citosol vegetal se corresponden con la disminución del número de partículas 
de oro coloidal, detectadas por microscopía electrónica en la inmunolocalización de la 
hemoproteína. A pesar de la diferente afectación del herbicida sobre la zona infectada del 
nódulo, al coexistir en su interior células infectadas intactas y células alteradas en su 
estructura repletas de bacteroides degenerados, la disminución de las partículas de oro 
localizadas es significativa a partir de 2,5 mM después de 5 días. Mientras la actividad 
nitrogenasa está severamente afectada desde 1 día con la menor dosis (1,25 mM). Estos 
datos nuevamente corroboran que el efecto del glifosato sobre el contenido de Lb fue 
posterior a la inhibición de la actividad nitrogenasa.  
La inmunolocalización de la leghemoglobina, como había sido ya descrito por Vivo 
et al., 1989, la sitúa mayoritariamente en el citosol de las células infectadas del nódulo y 
es en las células con los bacteroides degenerados donde los niveles de Lb disminuyeron 
drásticamente. 
La inhibición de la ruta de biosíntesis de aminoácidos aromáticos por el glifosato 
(Herrmann y Weaver, 1999) y por consiguiente las proteínas derivadas de éstos podría 
contribuir al descenso de la hemoproteína. Esta bajada de la Lb podría limitar el flujo de 
O2 al bacteroide en las células de la zona infectada, afectando a la respiración bacteroidal 
asociada a la nitrogenasa y por consiguiente a la fijación de nitrógeno, como han descrito 
de Lorenzo et al., 1993; Iannetta et al., 1993 y Guasch et al., 2001.  
En plantas de Lupinus albus, durante el proceso de envejecimiento y senescencia 
natural, el descenso en el contenido de Lb se ha relacionado con la oxidación de la 
hemoproteína a la forma inactiva ferril-Lb (LbIV) por las especies activas de oxígeno, lo 
que podría conducir a su degradación por proteasas (Hernández-Jiménez et al., 2002). 
Otros autores han relacionando dicho descenso de la Lb con la disminución en los niveles 
de su biosíntesis, en consecuencia al control transcripcional o transduccional en los 
nódulos (Ragland y Theil, 1993). Procesos similares podrían tener lugar en los nódulos 
del lupino por la toxicidad del glifosato, cuyos efectos en los tejidos celulares de la planta 
son comunes a la senescencia (Fernández-Pascual et al., 1992, 1996). 
En las alteraciones del metabolismo proteico con glifosato, la disminución en el 
contenido Lb, se produce en paralelo con la disminución del resto de proteínas 
citosólicas. Por el contrario, con un aporte de nitrato, la concentración de los 
componentes de la leghemoglobina en soja hipernodulada disminuyó, sin embargo el 
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declive de las proteínas no fue correlativo con la leghemoglobina (Nishiwaki et al., 1997; 
Sato et al., 1999).  
 
5. Metabolismo carbonado 
5.1. Sacarosa y almidón 
La fijación de nitrógeno de los bacteroides depende de la disponibilidad de 
carbohidratos necesarios para los procesos metabólicos de las células del nódulo. En el 
caso de que la síntesis de carbono sea superior a la demanda metabólica el carbono se 
acumula en forma de almidón en los nódulos (Forrest et al., 1991), existiendo 
mecanismos implicados en la conversión sacarosa-almidón. Proponiéndose para el 
control de la distribución del carbono fijado entre sacarosa y almidón, la demanda 
citosólica de carbono (Fondy et al., 1989).  
La acumulación de sacarosa en el nódulo sujeto a estrés hídrico en plantas de 
guisante ha sido relacionado con el descenso de la actividad nitrogenasa (González et 
al., 1995) y por el contrario la disminución en el flujo de carbono al nódulo, también lleva 
a un declive en la fijación de nitrógeno (Arrese-Igor et al., 1999). De la misma forma, los 
efectos adversos provocados por los herbicidas han sido atribuidos por algunos autores a 
una disminución del aporte de fotosintetizados al nódulo (Sprout et al., 1992), si bien 
recientemente en tubérculos de patata se ha comprobado que la regulación de la síntesis 
de almidón y la degradación de sacarosa responde no sólo a la disponibilidad de 
sacarosa sino también a la del oxígeno (Geigenberger, 2003).  
Por consiguiente, el glifosato podría intervenir en la alteración del metabolismo 
nodular, mediante la limitación en el aporte de carbohidratos desde la parte aérea, 
necesarios para la incorporación del nitrógeno fijado y para la respiración bacteroidal. 
En nuestros resultados la reducción en la acumulación de almidón en nódulos de 
lupino es posterior a la inhibición de la actividad nitrogenasa. El descenso en el contenido 
de almidón tuvo lugar a partir de 3 días de tratamiento en altas concentraciones, 5 mM y 
10 mM. En este mismo sentido, Servaites et al., 1987 describieron un descenso severo 
en la acumulación de almidón en hojas de remolacha tratadas con glifosato. Este 
descenso estaba en proporción con la ruta de intercambio de carbono, a pesar de que la 
ruta de síntesis de sacarosa permanecía inalterable con respecto al control. Estos 
autores atribuyeron esta inhibición de la síntesis de almidón por el glifosato, al descenso 
en los niveles del ácido 3-fosfoglicérico (PGA) y consecuentemente a la reducción del 
ratio Pi/PGA del cloroplasto, lo que conllevaría a que el Pi no fuera secuestrado por otros 
intermediarios y a la reducción de la actividad ADP-glucosa fosforilasa, enzima implicada 
en la regulación de la síntesis de almidón (Shied et al., 1991). En conclusión, los cambios 
en el metabolismo del carbono fotosintético inducidos por el glifosato podrían ser 
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causados por el desvío de carbono desde el ciclo reductivo de las pentosas-P para la 
síntesis de otros metabolitos como mayoritariamente los de la ruta del ácido shikímico. 
Asimismo, Geiger et al., 1987 sugiere que el efecto del glifosato es debido a cambios en 
la distribución del carbono para el almidón y la sacarosa, y no interfiere con procesos de 
carga floemática o transporte. 
La disminución del contenido de almidón, determinada espectrofotometricamente, 
se corresponde con la reducción del número de amiloplastos observados por microscopía 
óptica en la estructura celular del nódulo. La disposición periférica de las acumulaciones 
amiloplásticas en la zona de la interfase zona infectada-corteza y alrededor de los 
espacios intercelulares de la zona infectada y del citoplasma no muestra diferencias 
claras, tanto en la corteza como en la zona infectada cuando el tratamiento es de 1 día. 
Por el contrario, se observa una disminución progresiva de los gránulos de almidón y del 
contenido bioquímico de éste conforme aumenta el tiempo de exposición y la dosis de 
glifosato. En este mismo sentido, recientemente, han sido descritos cambios en la 
acumulación de amiloplastos en nódulos de una variedad de guisante cuando la planta se 
aclimata a las diferencias de temperatura entre las estaciones de invierno y verano 
(Chinnasamy y Bal, 2003). 
El glifosato, por el contrario, aumenta los niveles de sacarosa en los nódulos de 
lupino. Este incremento, de forma progresiva en el tiempo y con el tratamiento, es 
significativo a partir de la concentración 10 mM con 3 días y a partir de 2,5 mM en 
tiempos más largos en exposición. En tratamientos con el herbicida imazetapir también 
se observa una acumulación de sacarosa en hojas y nódulos de plantas de guisante en 
tratamientos largos, aunque contrariamente a nuestros resultados el contenido de 
almidón también se incrementa, sugiriéndose que la sacarosa es transportada en una 
proporción más alta que los sumideros pueden utilizar, por lo que se acumula tanto en la 
fuente como en los sumideros (Royuela et al., 2000). Estos resultados son coincidentes 
con los observados recientemente por Gaston et al., 2002 en los que el tratamiento con 
imazetapir provocó un aumento de carbohidratos solubles y de almidón, en raíces y 
hojas. 
La respuesta del lupino con respecto al metabolismo carbonado frente al 
tratamiento con glifosato, está en concordancia con lo observado en tratamientos con 
altas concentraciones de NaCl durante 6 días (Fernández-Pascual et al., 1996), sin 
embargo no se corresponde con los resultados obtenidos en tratamientos con nitrato, en 
los que se observa una disminución del contenido de sacarosa (Lang, 1990), así como en 
tratamientos de bajas concentraciones de oxígeno que incrementan el contenido de 
almidón (Guasch, 1998). 
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De igual forma, estudios previos han descrito que determinadas condiciones de 
estrés abiótico como salino (Delgado et al., 1993), térmico (Stitt y Hurry, 2002) e hídrico 
(Pinheiro et al., 2001), conllevan variaciones en el contenido de almidón y sacarosa 
relacionándolas con procesos de regulación osmótica. 
A pesar de la inhibición de la síntesis de almidón, los resultados en el incremento 
de sacarosa por el glifosato sugieren que la disponibilidad de carbohidratos en plantas 
tratadas no estaba limitada para satisfacer sus requerimientos energéticos y por tanto 
para la fijación de nitrógeno, además de la posibilidad de reflejar una disminución de la 
ruta glucolítica (Gaston et al., 2002). La reducción en el contenido de almidón podría 
estar en relación con la alteración en la ruta de biosíntesis de aminoácidos aromáticos 
causada por el glifosato, al provocar una movilización de almidón y un secuestro masivo 
de esqueletos carbonados de las rutas metabólicas como la glucolisis y el ciclo de Calvin, 
a la ruta del ácido shikímico, lo que provocaría un flujo descontrolado de carbono hacía la 
formación de compuestos derivados como es el ácido shikímico y compuestos fenólicos. 
No obstante, los cambios en la concentración de carbohidratos de los nódulos de lupino 
no pueden explicar por sí solos la disminución en la fijación de nitrógeno, más bien 
podrían ser una consecuencia de ésta.  
 
5.2. Sacarosa sintasa 
La sacarosa sintasa se considera una enzima clave en el metabolismo nodular, 
regulando el flujo de carbono en condiciones de estrés (Arrese-Igor et al., 1999). La 
inhibición de la actividad sacarosa sintasa se ha relacionado con la disminución de la fijación 
de nitrógeno en diferentes estreses abióticos (Gordon et al., 1993; 1997; Cabrerizo et al., 
2001), aunque no existen referencias previas en tratamientos con herbicidas. En sentido 
contrario, González et al., 2001 observaron, bajo la aplicación exógena de ABA, un 
descenso de la actividad nitrogenasa en nódulos de guisante, pero no afecto a la actividad 
SS, sugiriendo que la fijación no es enteramente dependiente del aporte de carbono, 
solamente disponible para la actividad SS. 
La respuesta de la SS al estrés abiótico del glifosato es una inhibición progresiva 
con el tiempo de tratamiento y con la dosis de herbicida aplicada, sin diferencias 
significativas hasta los 5 días con la dosis 10 mM. El descenso en la actividad SS es 
también correlativo con los cambios de los carbohidratos en los nódulos, aunque la 
acumulación de sacarosa es anterior a la inhibición de la actividad enzimática. Si la SS 
controla el flujo de carbono y energía del bacteroide, el descenso de la actividad SS 
podría ser la respuesta al aumento en la concentración de sacarosa en el citosol nodular 
y del declive en la fijación de nitrógeno. Además la SS podría estar involucrada en la 
síntesis de almidón, lo que explicaría el descenso de los niveles de almidón 
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paralelamente al descenso de la SS, ya que en otros tejidos, la SS juega un importante 
papel en la conversión sacarosa-almidón (Pozueta-Romero et al., 1999) a través de la 
conversión de UDP-glucosa a ADP-glucosa (Kleczkowski, 1996). A pesar de que en raíz 
de plantas de guisante ha sido demostrada la capacidad de transporte de los 
amiloplastos para glucosa-1-P, glucosa-6-P, ATP y ADP-glucosa (Borchert et al., 1993; 
Schunemann et al., 1993), no existe todavía información suficiente sobre la translocación 
del citosol a los plastidios en nódulos de leguminosas, que nos permita confirmar este 
transporte.  
Finalmente, no podemos descartar que la respuesta del nódulo al herbicida con el 
descenso de la actividad SS, pueda ser consecuencia de la inhibición de la expresión del 
gen ss (Gordon et al., 1997) o de desajustes en las modificaciones post-transcripcionales 
covalentes como la fosforilación/desfosforilación que la actividad enzimática in vivo sufre 
(Zhang y Chollet, 1997; Nakai et al., 1998), en respuesta a las alteraciones que provoca 
el glifosato.  
Por otro lado, la SS puede estar regulada por un número de factores fisiológicos 
en nódulos y puede encontrarse en correlación inversamente lineal con la concentración 
de sacarosa en el tratamiento con glifosato. Sin embargo, la inhibición de la actividad en 
el nódulo parece ser la causa de la acumulación de sacarosa y no a la inversa. En este 
sentido, González et al., 1998 analizaron la actividad SS y la acumulación de sacarosa de 
nódulos de guisante sometidos a estrés hídrico mostrando que el descenso de la 
actividad SS precede a los cambios en los niveles de sacarosa. 
Según nuestros resultados, el descenso de la actividad enzimática SS tras la 
exposición del herbicida glifosato tampoco es causa suficiente que justifique el descenso 
de la actividad nitrogenasa, además de que el contenido de sacarosa acumulado 
descartaría como posible causa el efecto indirecto del glifosato debido a la limitación de 
esqueletos carbonados al nódulo vía floema. 
 
5.3. PEPc, MDH y AST  
En respuesta al tratamiento con glifosato las actividades enzimáticas del citosol 
nodular, PEPc, MDH y AST, disminuyeron a partir de una concentración de 2,5 mM y con 
un tiempo de exposición de 5 días. Pero el descenso fue posterior con respecto a la 
inhibición de la fijación de nitrógeno.  
La actividad conjunta de estas enzimas en el citosol contribuye a producir en los 
nódulos gran cantidad de ácido málico y otros ácidos orgánicos a partir del oxalacetato 
que puede servir como fuente de energía y de carbono para el bacteroide (Golvano et al., 
1991). En este sentido algunos autores relacionaron la inhibición de la actividad fijadora 
de nitrógeno con la actividad de estas enzimas (Lang, 1990; Vance y Heichel, 1991), 
 154
  Discusión 
   
proponiendo que la causa de la inhibición sería debida a que la tasa de actividad en 
algunos pasos intermedios en el metabolismo de carbono podría estar limitada (Lang et 
al., 1993). Asimismo, González et al, 2003, sugieren la implicación de la PEPc, como 
posible sitio regulador para los substratos oxidables de los bacteroides fijadores de 
nitrógeno en la economía de carbono de la planta de maíz e indicaron el importante papel 
que juega la PEPc en la adaptación de la planta al estrés abiótico, produciendo un 
aumento e inducción de la expresión del gen de PEPc y afectando también al balance 
hídrico. 
Contrariamente a nuestros resultados, en estudios de estrés hídrico (Irigoyen et 
al., 1992) y salino (Delgado et al., 1993), se han descrito incrementos de las actividades 
enzimáticas, así como en tratamientos con nitrato. Lang et al., 1993, observaron una 
respuesta diferencial dependiendo del tiempo de exposición al estrés abiótico y de la 
isoforma enzimática determinada, citosólica o bacteroidal en nódulos de lupino. En el 
citosol bacteroidal, las enzimas MDH y AST a los 2 días mostraron un incremento inicial 
que con la posterior proteolisis bacteroidal descendió, mientras la forma citosólica celular 
descendió en el tiempo con el tratamiento. Estos autores sugieren que la falta de oxígeno 
puede ser responsable del aumento de las actividades de PEPc y MDH de los nódulos. 
En este sentido, Robinson et al., 1996, localizaron la presencia de la proteína PEP y de 
un promotor específico implicado directamente en la expresión del gen que la codifica en 
el parénquima nodular, sugiriendo que el malato derivado del OAA sintetizado vía PEPc 
debe ser un factor en la regulación de la barrera variable a la difusión de O2. 
Cuando el tiempo de exposición es corto, 1 día, contrariamente se incrementan 
las actividades enzimáticas bajo el efecto del glifosato, siendo significativo con dosis de 5 
mM y 10 mM. No existen referencias previas sobre el efecto del glifosato, ni de herbicidas 
sobre las actividades enzimáticas descritas, si bien en la mayoría de los estreses 
abióticos estudiados se ha observado un aumento de estas actividades (Johnson et al., 
1994; López-Millán et al., 2000; Ma et al., 2001). Así, recientemente Gouia et al., 2003 
observaron que en plantas de judía tratadas con Cadmio se inducía la actividad PEPc, 
posiblemente por una síntesis de novo o por una activación de la enzima, y aunque no 
son bien conocidos aún los mecanismos envueltos sobre la actividad enzimática, 
sugieren que es una consecuencia del reajuste en la coordinación entre el metabolismo 
de C y N, por la toxicidad del metal al acumular niveles tóxicos de amonio. Además, 
Johnson et al., 1994 han descrito alteraciones en el metabolismo de raíces proteoides de 
Lupinus albus bajo estrés con fósforo y en raíces normales crecidas en presencia y 
ausencia de fósforo. En estos experimentos observaron un aumento de las actividades 
enzimáticas in vitro MDH y PEPc analizadas y de la fijación de CO2 in vivo en raíces 
proteoides en relación con las raíces normales. Asimismo, en condiciones de estrés 
 155
Discusión   
hídrico en nódulos de plantas de judía, el descenso del ARA fue acompañado de un 
marcado declive en los niveles de los transcritos de la isoforma (PvAAT-2) de AST, lo que 
sugiere que la AST-2 estaría implicada en el mecanismo de síntesis de compuestos 
nitrogenados en nódulos de judía (Silvente et al., 2003).  
Estudios previos de la actividad PEPc en nódulos de soja encontraron que un 
marcado aumento en la sensibilidad a la inhibición por el malato era asociado con 
tratamientos que inhibieron la actividad de la nitrogenasa (Zhang et al., 1995). No 
obstante Smith et al., 2002, observaron en nódulos de Vigna unguiculata que la actividad 
PEPc a corto plazo mostró evidencia de un aumento en la sensibilidad a la inhibición por 
el malato bajo deficiencia en N2, aunque los niveles de la proteína fueron estables.  
En general, las respuestas de las actividades enzimáticas del metabolismo 
nodular en presencia de glifosato, muestran tendencias correlativas con las anteriormente 
comentadas. El descenso mostrado de las actividades PEPc, MDH y AST, junto con los 
niveles de almidón, así como la actividad SS, no pueden explicar por sí sólos la drástica 
respuesta de la fijación de nitrógeno, puesto que la acumulación de la sacarosa 
justificaría la existencia de esqueletos carbonados para el metabolismo nodular. Así, el 
descenso de estas actividades enzimáticas y del almidón por la acción del glifosato 
podría ser debido al agotamiento del carbono o fosfato o ambos desde el ciclo reductivo 
de carbono de la fotosíntesis y síntesis de almidón o debido a la inhibición de la ruta del 
ácido shikímico. 
 
6. Efecto del glifosato sobre el crecimiento de Bradyrhizobium sp (Lupinus) 
La ruta del ácido shikímico no sólo está presente en plantas sino que también se 
encuentra en bacterias y hongos, siendo por tanto susceptibles de ser también afectados 
por el glifosato. Por otra parte, la flexibilidad fenotípica y genotípica, así como la 
versatilidad que muestran los rizobios frente a condiciones de estrés abiótico, además de 
su implicación en los cambios bioquímicos y fisiológicos que se producen en la planta en 
simbiosis, les convierte en uno de los objetivos de nuestro estudio, ya que podríamos 
discernir si el efecto observado sobre la simbiosis por el glifosato pudiera ser debido a un 
efecto directo sobre el Bradyrhizobium o sobre la planta. 
Al comparar en nuestros resultados la sensibilidad al glifosato en los dos 
simbiontes involucrados en la fijación simbiótica, la bacteria Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 
y la planta Lupinus albus, se evidencia que el macrosimbionte es menos sensible al 
glifosato que el microsimbionte, ya que mientras la planta a la mínima concentración 
ensayada (1,25 mM) no muestra síntomas aparentes producidos por el herbicida, el 
crecimiento del rizobio estaba totalmente inhibido. Estos resultados son contrarios a los 
descritos por de Felipe et al., 1987 en nódulos de lupino tratados con Lindex y simazina, 
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así como los descritos por González et al., 1996 en nódulos de guisante tratados con 
imazetapir, en los que el crecimiento del Bradyrhizobium y del Rhizobium 
respectivamente, no se vio afectado por los herbicidas utilizados. 
El crecimiento de las dos cepas testadas, ISLU16 y L750 y de la viabilidad de 
ambas se mostró severamente afectado con el tratamiento, a través de un descenso en 
el crecimiento en vida libre del microorganismo, resultando ser la cepa ISLU16 la más 
tolerante al herbicida. Otros estudios han encontrado reducciones similares en el 
crecimiento bacteriano cuando el glifosato es añadido al medio (Santos y Flores, 1995; 
Krzysko-Lupicka y Orlik, 1997; Busse et al., 2001). Además la sensibilidad de B. sp. 
(Lupinus) al glifosato está influenciada por la concentración y la cepa bacteriana. La 
variabilidad en la sensibilidad al glifosato ya había sido constatada previamente por 
Moorman et al., 1992 entre cepas de Bradyrhizobium japonicum. Paralelamente, 
Martensson, 1992 que analizó la tolerancia a los agroquímicos, incluyendo fungicidas, 
herbicidas y metales pesados, en Trifolium pratense, Medicago sativa y Lotus 
corniculatus indicó que ninguno de los rizobios ensayados, R. leguminosarum bv. trifolii, 
R. meliloti y R. loti, fue tolerante a todos los compuestos químicos, reincidiendo en la 
sensibilidad variable de cada cepa y a los distintos agroquímicos. Además señaló que la 
bacteria con capacidad de supervivencia en metales pesados y agroquímicos, debía 
haber perdido su efectividad simbiótica con el tiempo, ya que la inducción de nódulos fue 
afectada en el caso del glifosato y Zn. Otro estudio más reciente de Hernández et al., 
1999 compara el efecto diferencial del glifosato sobre el crecimiento en vida libre de 3 
cepas de B. japonicum, observando en cada cepa, como característica propia, una 
sensibilidad variable al glifosato.  
Entre los factores que son la base de la distinta tolerancia al glifosato en los 
microorganismos y que determinan la toxicidad del herbicida se encontrarían, el déficit de 
los productos finales (Cole, 1985) tras la inhibición de la enzima EPSPs y el incremento 
de las actividades de la ruta del ácido shikímico pudiendo secuestrar esqueletos 
carbonados de otras rutas esenciales (Devine et al., 1993), concomitantemente con el 
aumento de los intermediarios fenólicos (Moorman et al., 1992). Además entre los 
mecanismos que explicarían la variabilidad en la sensibilidad al glifosato podría estar la 
degradación del herbicida. En este sentido ya es conocido que los rizobios contienen 
sistemas enzimáticos constitutivos e inducibles para el catabolismo de diversos 
compuestos como mono y disacáridos, alcoholes azucarados, glicerol, intermediarios del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (succinato y malato), una vitamina, un antibiótico 
órgano-fosforado y diversos compuestos aromáticos (McGrath et al., 1998). La 
degradación del glifosato se llevaría a cabo por parte de la familia Rhizobiacea, utilizando 
el glifosato (N-fosfonometilglicina) como única fuente de fósforo para su crecimiento, al 
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romper la molécula por el enlace carbono-fósforo a través de una fosfoliasa (Liu et al., 
1991). Otro posible mecanismo que podría intervenir en la tolerancia de los rizobios, sería 
la resistencia de la enzima EPSPs al herbicida o la sobreproducción de la misma. Hasta 
la fecha, mediante técnicas de ingeniería genética, ha sido posible el incremento en 
tolerancia en el genoma de la planta (Pline et al., 2002), pero no existen referencias 
previas en la adquisición de la capacidad de resistencia, natural e inducida, en las 
especies de rizobio. Como se ha descrito, también la masiva producción de 
intermediarios que son liberados al medio (Moorman et al., 1992) acumulándose sin 
control podría causar efectos tóxicos sobre el crecimiento, a pesar de la capacidad de los 
rizobios de poder degradar estos compuestos. Asimismo, la variabilidad de cada cepa en 
los componentes y ordenación de éstos en la pared, podría afectar la entrada del 
herbicida al interior de la bacteria. 
 
7. Efecto del glifosato sobre el metabolismo fenólico 
Del carbono fijado por la planta, aproximadamente el 20% es normalmente 
encauzado a través de la ruta del ácido shikímico. La desregulación de la ruta del ácido 
shikímico provocada por la inhibición del enzima EPSPs del glifosato, tiene además un 
efecto indirecto importante que es la producción y acumulación del ácido shikímico 
(Amrheim et al., 1980) y de ácidos hidroxibenzoicos, los cuales potencialmente pueden 
resultar tóxicos (Becerril et al., 1989), al afectar al metabolismo celular. Nuestros 
resultados evidencian una rápida traslocación del herbicida vía floemática a sumideros 
metabólicos como hojas en desarrollo y nódulos, ya que la acumulación del ácido 
shikímico tiene lugar desde las primeras 24 horas. Esta rápida acumulación está de 
acuerdo con los resultados obtenidos por Stasiak et al., 1992, así como con los 
experimentos llevados a cabo por Wan Kim y Amrhein, 1995 en los que también se 
encontraron acumulación de ácido shikímico inducido por el glifosato a las 24 horas de 
tratamiento en plantas de tomate.  
Teniendo en cuenta la rápida traslocación del herbicida y la lenta degradación del 
glifosato en plantas superiores (Devine et al., 1993), un sumidero metabólico como el 
nódulo podría acumular altos niveles del herbicida. Si bien en nuestros experimentos no 
hemos determinado la concentración de glifosato en los nódulos, sin embargo podemos 
demostrar indirectamente su presencia analizando sus efectos en los compuestos 
derivados de la ruta del shikimato en nódulos. Cuando aplicamos dosis de glifosato y 
tiempo de exposición altos, el contenido de los ácidos fenólicos, shikímico y 
protocatéquico (PCA) se alteró provocando una acumulación continua y progresiva en los 
nódulos. Este efecto se demostró desde concentraciones muy bajas, e incluso con la 
mínima concentración utilizada, 1,25 mM, y desde el primer día, lo que puso de 
 158
  Discusión 
   
manifiesto que los ácidos fenólicos son los únicos de entre los parámetros estudiados 
que se modifican previamente a la concentración 2,5 mM. Por consiguiente su acción 
directa sobre los procesos celulares y su efecto indirecto a través de la acumulación de 
compuestos tóxicos podría explicar el rápido descenso de la actividad nitrogenasa al 
interferir en los procesos de fijación de nitrógeno del bacteroide. Esto confirmaría la 
importancia de los ácidos shikímico e hidroxibenzoicos en la toxicidad del glifosato sobre 
la fisiología de la nitrogenasa, ya que, como se ha comentado, la destrucción de la 
enzima fue posterior a la caída de la actividad del sistema nitrogenasa altamente sensible 
al glifosato, por lo que dirigiría su efecto sobre la regulación fisiológica de la enzima. No 
obstante, por el contrario en nódulos de plantas de soja Hernández et al., 1999 no 
hallaron una correlación entre los niveles de acumulación de las ácidos shikímico y PCA 
en nódulos y la inhibición del ARA en bacteroides extraídos de estos nódulos, ni estos 
compuestos ni el propio herbicida tenían los efectos críticos en el proceso de fijación de 
nitrógeno.  
Dado que la acumulación de shikimato es función de la concentración de glifosato 
y de la regulación metabólica, nuestros resultados ponen de manifiesto que el herbicida 
es principalmente traslocado a hojas en desarrollo. A pesar de que las hojas maduras son 
las que reciben mayoritariamente el herbicida, las hojas jóvenes son las que presentan 
mayor acumulación de fenoles, debido a la rápida traslocación del glifosato hacia los 
sumideros consuntivos al no poder ser fácilmente degradado. Si el efecto fitotóxico se 
corresponde con el grado de aumento con respecto al control que se produce de 
shikimato en los tejidos, son igualmente las hojas jóvenes las más afectadas. Este 
resultado es similar al descrito por Hernández et al., 1999 en plantas de soja tratada con 
glifosato durante 7 días. 
El glifosato causó una mayor acumulación del derivado hidroxibenzoico, PCA que 
la del propio precursor, el ácido shikímico, como consecuencia de la pérdida de 
regulación en la ruta causada por el glifosato. Sin embargo, no presenta efecto sobre 
otros derivados hidroxibenzoicos: ácido gálico, gentísico, 4-OH-hidroxibenzoico, siríngico 
y vanílico lo que sugiere que los niveles de estos ácidos hidroxibenzoicos son más 
fuertemente regulados por la planta que sus precursores el ácido shikímico y PCA, 
durante el tiempo analizado, ya que en tratamientos con dosis subletales es posible que 
el efecto no sea duradero, recuperándose la actividad de estos compuestos (shikímico y 
PCA) a las pocas semanas, como ha sido descrito en plantas de Abutilon (Becerril et al., 
1989). No obstante, recientes estudios en plantas de Triticum aestivum han demostrado 
que la aplicación del glifosato en presiembra induce acumulación de ácido shikímico en la 
planta y subsecuentemente, aunque en menor grado, en sus productos de elaboración, 
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como el pan (Bresnahan et al., 2003), lo que indica la permanencia de este compuesto en 
algunos órganos de la planta. 
Ahora bien aunque la EPSPs es la enzima responsable de la acumulación de 
estos compuestos, con la inserción de un gen foráneo que codifique una variante de la 
enzima EPSPs (diana del herbicida) que no es inhibida por el glifosato, también se 
produce acumulación de compuestos fenólicos. Así, estudios recientes en variedades de 
algodón tolerantes al glifosato describen la acumulación de ácido shikímico en todos sus 
tejidos, aunque en menor grado que la variedad susceptible al glifosato (Pline et al., 
2002). También Mueller et al., 2003 encontraron acumulación de ácido shikímico en 
Conyza canadensis con un diferente patrón de acumulación entre los biotipos resistentes 
y los susceptibles. 
El glifosato además provocó un diferente grado de acumulación según el tejido. 
En los nódulos, la acumulación de estos ácidos fue menor, esta distribución sería debida 
a una menor translocación del herbicida, así como de fotosintetizados desde las hojas 
donde es aplicado el herbicida. 
Por otra parte, un aspecto destacado en este análisis, fue que la acumulación de 
intermediarios fenólicos, que refleja de forma indirecta el daño causado por el herbicida, 
es menor en plantas noduladas que en plantas tratadas con nitrato. En este sentido, 
como ya hemos comentado, la planta en simbiosis es más tolerante a los herbicidas que 
las plantas regadas con nitrato (González et al., 1996; Royuela et al., 1998), por lo que 
las condiciones simbióticas proporcionarían una mayor defensa frente al estrés abiótico 
del herbicida glifosato en comparación con el aporte de nitrato a estas leguminosas.  
 
8. Alteraciones producidas por el glifosato sobre el metabolismo proteico 
El metabolismo de proteínas, incluido el contenido proteico y el patrón 
polipeptídico del citosol en hojas, nódulos y bacteroides, como hemos comprobado se 
muestra afectado con el tratamiento con glifosato. Además el efecto del glifosato sobre el 
contenido proteico nodular se manifestó posteriormente a la inhibición de la actividad 
nitrogenasa, ya que mientras la fijación de nitrógeno disminuye rápidamente, el contenido 
de proteínas solubles del citosol nodular y bacteroidal descendió significativamente a 
partir de 5 días de tratamiento, a partir de la concentración 2,5 mM. Sin embargo, en 
nódulos de plantas de soja el herbicida glifosato no presentó ningún efecto sobre la 
concentración de proteína bacteroidal y citosólica, e incluso a los 21 días se observaba 
en el citosol celular un aumento del 20-24% (Hernández, 1996). 
Estudios previos en nuestro departamento con otros herbicidas han demostrado 
resultados similares en el metabolismo proteico, dependiendo del herbicida empleado. 
Experimentos llevados a cabo por Fernández-Pascual et al., 1992 con los herbicidas 
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alacloro, carbetamida, metribuzina y benfluralina, pusieron de manifiesto cambios en el 
metabolismo proteico de la planta. El contenido en proteínas solubles del citosol nodular 
fueron significativamente menores que el control con los cuatro herbicidas añadidos, si 
bien las proteínas bacteroidales no experimentaron variaciones con ninguno de los 
tratamientos. El contenido de proteínas en las hojas no siguió el mismo patrón, sólo 
disminuyó con el herbicida alacloro, mientras que con benfluralina no se observó efecto 
alguno y con carbetamida y metribuzina aumentó. En nuestros resultados también se 
observa un incremento significativo en el contenido proteíco en hojas, como con 
carbetamida y metribuzina, cuando la concentración de glifosato es de 10 mM después 
de 7 días de tratamiento. En este mismo sentido, en tratamientos con cianacina y linuron, 
el metabolismo proteico de hojas se incrementó, fundamentalmente con la cianacina. No 
obstante, el aspecto más destacado en este aumento fue la detección de un nuevo 
polipéptido de 17 kDa en el patrón proteico de hojas cuando la concentración aplicada fue 
de 20 µM de cianacina y de 80 µM de linuron. Los cambios en el patrón polipeptídico son 
atribuidos por Fernández-Pascual et al., 1988 a una síntesis de novo inducida por el 
tratamiento con los herbicidas, aunque tampoco se descarta la posibilidad de que éste 
pueda ser un producto de degradación de la subunidad grande (Sg) de la enzima 
cloroplástica, D-ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco).  
Nuestros resultados demuestran que el glifosato produce alteraciones en el patrón 
polipeptídico de hojas y nódulos. Si bien en la documentación revisada no existen 
referencias previas al respecto siendo éste el primer estudio realizado en este sentido.  
En hojas se produce una disminución del contenido de la Sg, a pesar de no ser 
significativa hasta los 4 días con dosis de 10 mM; y en nódulos, como hemos señalado 
anteriormente, una disminución de la leghemoglobina citosólica. Geiger, 1986 ya 
describió al glifosato como un inhibidor muy débil de la actividad Rubisco, por lo que la 
inhibición de esta enzima, como consecuencia de la falta de regeneración de la ribulosa 
bifosfato (RuBP), sería atribuida más bien al desvío de la eritrosa-4-fosfato en particular 
hacia la ruta del ácido shikímico, ya que tras el bloqueo por el glifosato de esta ruta, 
aumenta la demanda de intermediarios metabólicos a la misma. Según estos autores los 
efectos del glifosato dependen del nivel de reducción de los intermediarios del ciclo de 
Calvin y en particular de la RuBP y del 3-P-glicerato (Servaites et al., 1987; Shieh et al., 
1991). Esto podría ocurrir también en nuestro caso, concluyendo que si el efecto del 
glifosato es sustraer carbohidratos de los intermediarios del ciclo de Calvin hacia la ruta 
del shikímico, se produciría un descenso de los niveles de RuBP y de los intermediarios 
de la cadena de transporte de electrones fotosíntetica, y consecuentemente el ciclo de 
Calvin perdería su operatividad, al no consumir el ATP y el poder reductor producido en la 
fase lumínica.  
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Sin embargo, la alteración más destacada fue la detección de dos nuevos 
polipéptidos en el citosol bacteroidal de 21 y 44 kDa, en los tratamientos con 
concentraciones de 5 y 10 mM de glifosato, que no se detectaban en los controles. En 
nuestro departamento otros nuevos polipéptidos también han sido detectados en el 
citosol vegetal de hojas en plantas tratadas con herbicidas (Fernández-Pascual et al., 
1988; 1992), pero éste es el primer polipéptido detectado en el citosol bacteroidal del 
nódulo. En el citosol vegetal de las hojas y del nódulo no se induce ninguna nueva 
proteína sino que más bien desciende el contenido de varios polipéptidos. 
El descenso del metabolismo proteico como respuesta del lupino en simbiosis al 
glifosato, es común con otros estreses abióticos. Así la disminución en el contenido de 
proteína soluble es una respuesta general al estrés salino en numerosas leguminosas 
(Swaraj y Bishnoi, 1999). Este tipo de respuesta es coincidente con la obtenida por 
Hernández-Jiménez, 2002 en nódulos de lupino en tratamientos de senescencia natural e 
inducida. Además el crecimiento de las plantas de lupino en presencia de elevadas 
concentraciones de nitrato también produce un descenso de las proteínas solubles (Lang, 
1990). Esta proteolisis puede ser una de las causas de la caída de las actividades 
enzimáticas en general y extensivamente de las proteínas. Teniendo en cuenta que si el 
glifosato bloquea la ruta de biosíntesis de los aminoácidos aromáticos, y en consecuencia 
las proteínas derivadas de éstos, el descenso del contenido de proteínas puede ser 
debido a esta limitación en la disponibilidad de aminoácidos aromáticos para la 
biosíntesis de proteínas. 
 
9. Caracterización del polipéptido BLpp bacteroidal de 44 kDa 
Los estréses abióticos, extensamente estudiados, abarcan una gama amplia de 
condiciones ambientales que pueden alterar el metabolismo, crecimiento y desarrollo de 
la planta significativamente, llevando incluso a la necrosis celular. Estudios de expresión 
génica en estos estreses han puesto de manifiesto que mientras algunas respuestas 
génicas observadas son comunes, otras son específicos del estrés aplicado (Seki et al., 
2002). La síntesis de nuevas proteínas es una respuesta común a estos estreses 
teniendo lugar en diferentes compartimentos subcelulares. El glifosato, como estrés 
abiótico, en concentraciones de 5 y 10 mM, indujo la expresión de una proteína 
bacteroidal de 44 kDa, a partir de 4 días de tratamiento.  
El análisis comparativo de la secuencia aminoacídica de la región N-terminal de 
dicho polipéptido, mostró que era idéntica a la correspondiente a una “posible porina” de 
Bradyrhizobium japonicum. Además presentaba una elevada identidad con las de otras 
proteínas descritas también como porinas –en base a análisis computacionales de sus 
secuencias- de Rhodopseudomona palustri y Mesorhizobium loti, ambas especies con 
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una relación filogenética cercana al género Bradyrhizobium spp. según sus secuencias 
de genes 16S ARNr.  
Con el fin de conocer la naturaleza y establecer la funcionalidad del polipéptido 
bacteroidal de 44 kDa se procedió a la identificación del gen codificador de la proteína. La 
obtención de cuatro clones del ADN genómico de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) que 
completaron la secuencia de un gen, al que denominamos blpp, nos permitió establecer, 
en su análisis, que blpp constaba de 2.467 pb y codificaba una proteína de 506 
aminoácidos, con una masa molecular calculada de 53 kDa; valor que está bien 
correlacionado con el de 44 kDa calculado a partir de la movilidad electroforética. La 
proteína la denominamos BLpp. 
La proteína BLpp, con una identidad del 62,5% con Bjpp en su secuencia 
aminoacídica, también mostró homología con proteínas de otras especies bacterianas. 
En este caso la proteína que presentaba mayor identidad con BLpp fue la porina Omp2b 
de Brucella suis con un 29% de identidad. En la comparación de las secuencias 
nucleotídicas también se encontró una elevada identidad con los genes omp2a y omp2b, 
de diferentes especies del género Brucella (B. abortus, B.canis, B. melitensis, B. 
neotomae, B. ovis y B.suis). La homología encontrada entre Brucella spp. y 
Bradyrhizobium spp. no es sorprendente ya que hibridaciones de ARNrs y de ADNs han 
mostrado un origen filogenético estrecho de Brucella y del complejo de bacterias 
Agrobacterium-Rhizobium (de Ley et al., 1987). Es más, la comparación de las 
secuencias de ARN ribosómico 16S y la composición lipídica de varias cepas bacterianas 
revela la estrecha relación entre Brucelae, Rhizobiae, Agrobacteria, y Rickettsiae, todos 
ellas incluidas en la subdivision alfa-2 de la clase Proteobacteria. Estas bacterias se 
caracterizan por vivir en asociación estrecha como patógenos o como simbiontes, con 
animales o células eucarióticas de plantas (Moreno et al., 1990). Otros estudios son 
coincidentes en la relación genética existente entre los miembros de la alfa-2-
Proteobacteria (Cloeckaert et al., 1996; Vizcaíno et al., 1996). 
En relación a las proteínas de membrana externa (OMPs) de Brucella spp., 
Paquet et al., 2001 analiza los dominios estructurales de las proteínas Omp2a y Omp2b 
en el contexto de la familia de las porinas. En este estudio los genes que codifican dichas 
porinas, omp2a y omp2b en el genoma de Brucella, aunque orientados en dirección 
opuesta poseen un alto grado de identidad (>85%). La mayor divergencia observada en 
las secuencias entre ambas porinas son dos inserciones y deleciones localizadas en los 
loops L3 y L5 en el modelo topológico. Cambios en la permeabilidad al azúcar, han sido 
atribuidos a las modificaciones severas en el loop L5, lo que nos indica la importancia que 
tiene la constricción del L5 en la actividad del poro, a pesar del papel crucial del loop L3 
descrito en la mayoría de las porinas (Jap et al., 1996). 
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Las bacterias Gram negativas a través de la capa de peptidoglucano y de la 
membrana externa se protegen de la vulnerabilidad de su membrana citoplasmática. 
Ahora bien, la membrana externa no representa una barrera para la bacteria, ya que 
mediante la regulación de las porinas consiguen hacerla permeable, si bien la expresión y 
actividad de estas proteínas de membrana externa se verá afectada por las condiciones 
ambientales externas. 
Las porinas a pesar de constituir un grupo muy amplio han sido descritas en 
general como proteínas de la membrana externa de bacterias Gram negativas (Delcour, 
2002), a través de cuyos poros acuosos permiten la difusión no específica de solutos 
hidrofílicos e iones, además de la entrada selectiva de moléculas a través de porinas 
específicas. La abundancia de estas proteínas y su diversidad nos indicaría su 
importancia en el intercambio de la bacteria con el medio extracelular, al ser claves en la 
interacción de la membrana externa de la bacteria con el medioambiente, incluidas las 
plantas y animales (Nikaido et al., 2003).  
La existencia de un motivo típico de porinas próximo a la región N-terminal en 
nuestra proteína BLpp, nos permite afirmar la alta conservación existente de algunas 
regiones en esta superfamilia. El análisis filogenético de este motivo conservado nos 
definió varios agrupamientos, en los que BLpp compartió una mayor homología con las 
posibles porinas de Bradyrhizobium japonicum y la Omp2b de Rhodopseudomona 
palustri, especies con una relación filogenética cercana (Sawada et al., 2003). 
Estudios recientes de análisis proteómico de membranas del simbiosoma aisladas 
de nódulos de leguminosas han indicado que las porinas VDAC también podrían estar 
involucradas en el transporte entre la planta y el rizobio (Saalbach et al., 2002; Wienkoop 
y Saalbach, 2003). Esta localización es opuesta a la observación de Wandrey et al., 
2004, quienes en la caracterización molecular y celular de las proteínas VDAC en 
nódulos de Lotus japonicum y de soja no detectaron la presencia de VDAC en la 
membrana del simbiosoma aunque no se excluye la posibilidad de que en la identificación 
utilizada mediante inmunolocalización, el antígeno de VDAC reconocido por el anticuerpo 
LjVDAC sea de algún modo enmascarado y no detectado en la membrana del 
simbiosoma in situ. En el estudio proteómico de la membrana peribacteroidal también han 
sido clonadas y caracterizadas varios tipos de acuaporinas, además de la ATPasa de 
protones, el transportador de amonio y de ácidos dicarboxílicos, lo que podría ser 
indicativo de su importancia en el intercambio a través de la MPB (Wienkoop y Saalbach, 
2003). Dean et al., 1999 en nódulos de soja pusieron de manifiesto la multifuncionalidad 
de la acuaporina nodulina 26, con relación al transporte de agua y de glicerol, sugiriendo 
también su implicación en la osmoregulación. Si la membrana peribacteroidal juega un 
papel central en el intercambio simbiótico (Udvardi y Day, 1997), quizás la 
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sobreexpresión de la porina bacteroidal podría ser la respuesta a la inhibición en este 
intercambio de solutos entre los simbiontes. 
Con la finalidad de establecer una posible relación entre la estructura y la función 
de la proteína se llevó a cabo el análisis de la secuencia de la proteína BLpp. Si la 
proteína BLpp fuera una proteína de membrana externa del rizobio como hemos descrito 
en base al análisis comparativo con las secuencias de mayor homología encontradas en 
las bases de datos, podrían encontrarse en esta proteína posibles dominios de 
transmembrana. En este sentido con el programa utilizado se predijo una región 
comprendida entre los aa 421-431 como un motivo de unión a lipoproteínas de 
membrana de procariotas. El hecho de que este tipo de sitio de unión haya sido descrito 
en la proteína BLpp nos podría indicar que se localiza en la membrana del 
Bradyrhizobium. Koebnik et al., 2000 describen la estructura y función de las proteínas de 
membrana externa destacando las diferencias entre las dos membranas de bicapa 
lipídica que rodean a las bacterias Gram negativas. La composición de la membrana 
interna es exclusivamente de fosfolípidos, en cambio la membrana externa es muy 
asimétrica, en la cara interna muestra la misma composición que la membrana 
citoplasmática interna y en la cara externa la composición es de lipopolisacaridos, entre 
los que se integran las porinas. Con las técnicas de alta resolución estructural utilizadas 
desde hace relativamente pocos años, la estructura de las porinas resueltas 
experimentalmente han confirmado la predicción realizada por Rosenbusch, 1988 para 
las proteínas de membrana, en la que sólo los elementos de la estructura secundaria en 
hélices α y lámina β podrían formar parte de la bicapa lipídica. En ésta, integrado, se 
encuentra el monómero de la porina constituido por elementos transmembrana de 
láminas β antiparalelas envueltos dentro de un barril (Koebnik et al., 2000). La 
arquitectura β-barrel típica de porinas consta de 8 a 22 láminas β, que generalmente se 
interconectan con el espacio periplásmico con secuencias de giro corto y con la cara 
externa de la membrana a través de las secuencias de lazo largo (Hancock y Brinkman, 
2002). 
Además en esta predicción de la estructura secundaria de BLpp es de especial 
importancia la identificación de un posible dominio transmembrana β-barrel 
correspondiente a una porina específica de sacarosa (ScrY), descrita en proteínas de 
membrana externa de enterobacterias y perteneciente a la familia de las porinas, que 
coincidiría con la secuencia completa de BLpp.  
El modelo de la estructura tridimensional de la porina específica de sacarosa (Scr 
Y) procedente de Salmonella typhimurium, representado en la figura 50, fue determinado 
por Forst et al., (1998) mediante cristalografía de rayos X, en éste se representa el 
monómero de porina, en el que el polipéptido plegado en 18 láminas antiparalelas de 
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estructura β-barrel, exhibe sus aminoácidos hidrofílicos en el hueco del poro, mientras en 
el exterior se exponen sus residuos hidrofóbicos. ScrY es un trímero de subunidades 
idénticas, cada una estructuralmente definida por 413 aa. Tres de estos monómeros se 
agrupan formando moléculas estables triméricas (Dumas et al., 2000), como se visualiza 
en la imagen siguiente (fig. 51). Sin embargo, los 71 aa de la región N-terminal 
posteriormente determinados por Michels et al., 2002, contienen un dominio periplásmico 
que muestra una influencia fuerte sobre la afinidad de la unión de oligosacaridos a la 
porina ScrY.  
 
 
 
Figura 50: Vista de perfil (izquierda) y desde arriba (derecha) del dominio transmembrana β-barrel 
correspondiente a la cadena P de “sucrose-specific porin” de 1A0T. La proteína está representada por la 
estructura secundaria en: láminas-β (en azul), hélice-α (en rojo y amarillo) y regiones “loop” (en gris), 
asimismo se señala la posición de los extremos N y C terminales en el modelo estructural tridimensional. 
 
La topología entre LamB (maltoporina) y ScrY (sacarosa porina) muestra una 
elevada similitud y su estudio comparativo ha permitido conocer la implicación en la 
funcionalidad de los cambios estructurales, además de las diferencias con otras porinas. 
Así, la altísima permeabilidad para la sacarosa de ScrY comparable a la de la maltosa se 
considera que es debida principalmente a diferencias en los residuos que revisten el poro 
(Forst et al., 1998). La estructura LamB esencialmente lámina β está compuesta por 18 
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láminas, dos láminas adicionales con respecto a las 16 existentes en las porinas no 
específicas, éstas deben ser importantes para conferir selectividad para la maltosa y 
maltodextrina. En la estructura del poro la región de constricción es más estrecha que un 
poro de difusión general, además una serie de residuos de aminoácidos aromáticos se 
extiende en el vestíbulo exterior a través de la región de constricción y en la apertura del 
vestíbulo periplásmico (Meyer y Schulz, 1997). Schirmer et al., 1995 ha postulado que 
estos residuos de aa aromáticos pueden ligar y alinear los sustratos de azúcar con el eje 
del poro y permitir su difusión guiada por la membrana.  
 
 
 
Figura 51: Modelo de estructura trimérica de
1A0T. Cada monómero se representa en un
color (rojo, amarillo y violeta), formando la
estructura trimérica. En el interior del poro se
señala la entrada de los ligandos (en rojo y
negro). 
 
 
 
 
La predicción de la estructura secundaria de BLpp descrita es esencialmente 
lámina β, lo que se corresponde con la estructura secundaria de la familia de las porinas, 
así como con la secuencia resuelta experimentalmente 1AOT (ScrY), según la cual se 
realizó la predicción. Ambas se diferencian en el número de elementos β y α de la 
estructura, de esta forma en BLpp encontramos tres únicos elementos hélice α uno en el 
extremo N y los otros dos próximos al sitio de unión a membrana, cercanos al extremo C. 
Una mayoría de elementos β, en un 40% frente al 8% de elementos α, en cambio en 
1AOT existen 20 elementos β y 7 hélices α. Por otro lado, los análisis de la estructura no 
permitieron obtener ningún modelo concluyente de la estructura tridimensional de la 
proteína BLpp. No obstante, en las predicciones estructurales puede darse sólo una idea 
de la topología de la proteína pero no datos relevantes estructuralmente que son 
necesarios para comprender el mecanismo de la función proteica (Koebnik et al., 2000). 
El análisis de los clones de ADN genómico que codifican una única secuencia 
nucleotídica y aminoacídica de la proteína BLpp, así como el patrón de bandas obtenido 
en los análisis Southern nos permiten concluir que esta proteína está codificada por un 
único gen (blpp) en el genoma bacteriano. 
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En el nódulo, aunque también hemos detectado expresión basal en ausencia del 
tratamiento y en concentraciones de glifosato bajas, la expresión de blpp es máxima en 
las más altas concentraciones del tratamiento, donde el daño celular y los efectos 
adversos observados son mayores. Como hemos apuntado anteriormente, en el nódulo 
de lupino, en donde las vacuolas mantienen la turgencia celular por la ausencia de 
células intersticiales, la integridad de las membranas del bacteroide juega un papel muy 
importante en el mantenimiento de la turgencia de la célula infectada. Como 
consecuencia de la desintegración o ruptura de la membrana del simbiosoma bajo el 
tratamiento abiótico del glifosato se producirían desajustes osmóticos e inhibición del 
transporte del bacteroide, limitando la disponibilidad de solutos. Cambios en la 
permeabilidad de la membrana coordinados con la acumulación y compartimentación de 
solutos compatibles pueden ser parte del ajuste osmótico (Bohnert et al., 1995). La 
ruptura del intercambio metabólico y los altos niveles citosólicos de sacarosa observados, 
consecuencia del menor consumo, podrían ser los causantes de la sobreexpresión de la 
porina en aquellas células que mantienen intacto el intercambio celular, para así 
mantener o restablecer el transporte al interior bacteroidal, sin descartar la posibilidad de 
su implicación en el transporte de otras sustancias. Por lo tanto, BLpp en el bacteroide 
simbiótico podría tener un papel estratégico en la membrana bacteroidal controlando el 
intercambio de nutrientes entre la planta y el bacteroide en los nódulos de lupino.  
Recientemente, Gu et al., 2004 han detectado la activación de la expresión de una 
acuaporina entre otros transcritos en Populus euphratica, en condiciones de estrés salino. 
Por el contrario, Smart et al., 2001 en estudios previos en plantas, han descrito un 
descenso drástico de los transcritos de los genes MIPs (proteínas intrínsecas de 
membrana) bajo condiciones de estrés hídrico. Esta disminución como consecuencia de 
la pérdida de permeabilidad al agua de la membrana, favorecería la conservación del 
agua en periodos de deshidratación, lo que nos indica que diferentes cambios en la 
expresión génica deben representar parte de la respuesta adaptativa de la planta al 
estrés abiótico. No obstante, Guenther et al., 2003 no han detectado variaciones en la 
expresión de la acuaporina, nodulina 26, en nódulos de soja bajo estrés osmótico, si bien 
se ha detectado activación de la fosforilación de la porina. 
Nuestros resultados ponen de manifiesto que el herbicida o las alteraciones 
metabólicas que sufre la planta como consecuencia del tratamiento, modifican la 
expresión del gen de BLpp. Esta sobreexpresión del gen es consecuencia de una 
regulación a nivel transcripcional en el nódulo simbiótico y forma parte de la adaptación 
del nódulo al estrés del herbicida. 
En la bacteria crecida en vida libre sólo existe una expresión constitutiva basal del 
blpp en ausencia del tratamiento, mientras que el tratamiento inhibe la expresión. Por el 
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contrario, la expresión de la acuaporina aqp X de Brucella abortus, se induce en 
condiciones de hiperosmolaridad (Hernández-Castro et al., 2003).  
El hecho de que la expresión del gen del rizobio crecido en vida libre sea diferente 
a la expresión en el nódulo, nos permite concluir que el mismo estrés abiótico induce 
respuestas distintas en el patrón de expresión del gen blpp bacteriano cuando el rizobio 
esta en vida libre o en simbiosis. En la interacción de ambos simbiontes, se producen 
cambios en sus metabolismos respectivos, lo que origina cambios en la expresión génica 
entre los dos estados: simbiótico y no simbiótico (Natera et al., 2000). Uno de los cambios 
que se produce en el metabolismo de Rhizobium entre células cultivadas y los 
bacteroides son los cambios procedentes del metabolismo de los ácidos dicarboxílicos y 
el cambio de asimilación de amonio a secreción de éste. Así, los transportadores de 
amonio expresados en células cultivadas son requeridos para capturar nitrógeno pero 
son reprimidos en el bacteroide (Udvardi y Day, 1997).  
Estudios de análisis proteómico han descrito una expresión diferencial durante la 
interacción entre la bacteria Sinorhizobium meliloti y la leguminosa Melilotus alba, 
identificando más de 250 proteínas activadas en el nódulo comparadas con la raíz y más 
de 350 inhibidas en la forma bacteroidal del rizobio comparada con el cultivo celular 
(Natera et al., 2000). Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos implicados en 
la represión o activación de los genes en el bacteroide en el establecimiento de la 
simbiosis, hay muchos estudios que han descritos estos cambios en la expresión en la 
bacteria no diferenciada y en los bacteroides maduros en el nódulo (de Maagd et al., 
1989; de Maagd et al., 1992; Yeoman et al., 2000). 
Estas diferencias en la expresión posiblemente juegan un papel en la respuesta 
adaptativa del nódulo cuando tienen lugar bajo estrés abiótico. Así Girad et al., 1996 en 
un estudio del patrón de transcripción de pSym de Rhizobium etli, encontraron que 
durante la simbiosis la mayoría de los genes en el plásmido simbiótico fueron inducidos. 
Incluso cuando las condiciones fueron limitantes, con bajas concentraciones de oxígeno y 
escasez de carbono y nitrógeno también conducían a la expresión génica para pSym.  
Por otra parte, la regulación de la expresión de las porinas puede ocurrir en 
respuesta a compuestos químicos en el medio. Así se observó que el salicilato en el 
medio disminuye la síntesis de la porina OmpF en Escherichia coli (Rosner et al., 1991). 
La síntesis también se reprime a altas temperaturas y en un medio de elevada presión 
osmótica. Sin embargo, las diferencias en la regulación según el tipo de porinas hacen 
que los resultados documentados sean controvertidos. Death et al., 1993 han observado 
que en porinas específicas de pequeñas moléculas nutritivas como la maltoporina, 
expresadas en bacterias Gram negativas, el estrés nutritivo no inhibe la expresión. De 
esta forma aún con concentraciones de disacáridos más bajas que ∼100 µM se expresa. 
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En cambio, en diferentes estudios sobre acuaporinas se constata que la actividad de 
éstas son afectadas por fosforilación, pH, presión osmótica, salinidad, metales pesados o 
estrés oxidativo (Gerbeau et al., 2002; Azaizeh et al., 1992; Zhang y Tyerman, 1999; 
Henzler et al., 1999).  
Por consiguiente, teniendo en cuenta la variación de las propiedades químicas del 
medio al añadirle el glifosato (N-fosfonometil glicina) y la masiva producción de 
intermediarios (ácido shikímico y ácido hidroxibenzoico) que son liberados al medio y que 
tienen efectos tóxicos (Moorman et al., 1992), la bacteria podría responder 
adaptativamente para protegerse frente a la toxicidad del medio reprimiendo la expresión 
de la proteína implicada en el intercambio con el exterior alterado, siendo la expresión 
diferencial del gen blpp una respuesta adaptativa al estrés.  
Finalmente, aún quedan numerosos aspectos sin conocer sobre la estructura y 
función de la proteína BLpp bacteriana, puesto que podría ser la primera porina de 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) encontrada, las futuras investigaciones que se desarrollen 
irán encaminadas al esclarecimiento y conocimiento de estos aspectos. 
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1. El glifosato afecta drásticamente a la fijación simbiótica de nitrógeno en plantas de 
Lupinus albus cv. Multolupa. El descenso de la actividad nitrogenasa se debe a la 
inhibición de procesos fisiológicos en el citosol del nódulo y no a un efecto directo sobre 
la propia enzima. 
 
2. La barrera de resistencia a la difusión de oxígeno no se ve afectada cuando el nódulo 
de lupino se somete a un estrés con el herbicida glifosato, inversamente a lo que ocurre 
con otros estreses abióticos. 
 
3. La aplicación de glifosato produce cambios en el metabolismo de carbono del nódulo. 
El descenso del contenido de almidón, paralelamente al de la enzima SS, y el aumento 
de sacarosa se relacionan con la alteración por el glifosato de la ruta de biosíntesis de aa 
aromáticos. Las variaciones en las actividades enzimáticas PEPc, MDH y AST dependen 
del tiempo de exposición al tratamiento y son consecuencia del déficit de substratos 
carbonados necesarios para que tengan lugar estas reacciones enzimáticas. 
 
4. El glifosato inhibe el crecimiento de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) en vida libre, 
observándose una mayor tolerancia al tratamiento por parte de la planta que por parte del 
microsimbionte.  
 
5. El tratamiento con glifosato produce cambios progresivos y diferenciales en la 
ultraestructura del nódulo y del aparato fotosintético. Entre las alteraciones 
ultraestructurales observadas en el nódulo, destacan la ruptura de la membrana 
bacteroidal a partir de concentraciones intermedias y la elevada densidad electrónica del 
citoplasma por la intensa actividad lítica. En el cloroplasto, aparece una desorganización 
del sistema lamelar con pérdida de la orientación paralela al eje del cloroplasto. Además, 
se observa un incremento de glóbulos lipídicos y plastoglóbulos debido a la pérdida 
lipídica sufrida por el sistema grana-intergrana. 
 
6. El tratamiento con glifosato ha puesto de manifiesto una correlación directa entre la 
acumulación de compuestos fenólicos y el descenso de la actividad nitrogenasa, ya que 
las concentraciones del ácido shikímico y protocatéquico aumentan en los nódulos y 
hojas de Lupinus rápidamente después de la aplicación de glifosato. Las hojas en 
formación presentan mayor acumulación de compuestos fenólicos que las hojas maduras 
y nódulos.  
 
 173
Conclusiones   
 
7. Las condiciones simbióticas proporcionan una mayor defensa frente al glifosato en 
comparación con el aporte de nitrato en plantas de Lupinus, puesto que la acumulación 
de intermediarios fenólicos es menor en plantas noduladas que en plantas tratadas con 
nitrato. 
 
8. La detección de un nuevo polipéptido de 44 kDa en el patrón proteico del citosol 
bacteroidal ha sido la alteración más destacada producida por el glifosato en el 
metabolismo de proteínas. Esta proteína (BLpp) está codificada por un único gen en el 
genoma bacteriano. 
 
9. Estudios de la expresión génica de la proteína BLpp indican que los niveles de 
expresión del gen blpp aumentan en los nódulos a medida que aumenta la concentración 
de glifosato, lo que indica una regulación transcripcional del gen. En la bacteria en vida 
libre, se ha detectado acumulación de ARN sólo en ausencia de glifosato, lo que indica 
diferencias en su patrón de expresión en vida libre y en simbiosis.  
 
10. El análisis de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas deducidas de la proteína 
BLpp, así como su estructura secundaria y el posible dominio transmembrana β-barrel 
perteneciente a la familia de las porinas, sugiere que la proteína BLpp es una “posible” 
porina. Esta sería la primera porina descrita en la bacteria Bradyrhizobium sp. (Lupinus). 
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